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1 Einleitung 
1.1 Pankreas 
1.1.1 Funktion 
Die Bauchspeicheldrüse (Pankreas) ist eine sowohl endokrine als auch 
exokrine Drüse und hauptsächlich für die Sezernierung von 1-2L 
Pankreassekret pro Tag ins Duodenum zuständig. Dieses Sekret besteht aus 
Wasser, Bikarbonat und Enzymen, die für die Aufspaltung von Lipiden, 
Kohlenhydraten, Proteinen sowie Nukleinsäuren entscheidend sind. Zusätzlich 
ist der endokrine Teil des Pankreas für die Regulation der Glukosehomöostase 
bedeutend. So werden unter anderem Insulin (Senkung des 
Blutglukosespiegels), Glukagon (Erhöhung des Blutglukosespiegels) und 
Somatostatin (Hemmung der Insulin-/Glukagonsekretion) in den Blutkreislauf 
abgegeben, um den Glukosespiegel im Blut zu regulieren. 
1.1.2 Anatomie 
Das Pankreas besteht aus insgesamt 3 Abschnitten. Dem Caput pancreaticus, 
welcher sich direkt am Duodenalbogen befindet, dem Corpus pancreaticus und 
der sich anschließenden Cauda pancreaticus. 
Abbildung (Abb.) 1: Überblick der Pankreas Anatomie. Entnommen aus [1]. 
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Das Pankreas wird zudem funktionell in einen exokrinen und endokrinen Teil 
eingeteilt. Dabei besteht der exokrine Teil des Pankreas aus Drüsenläppchen, 
die wiederum aus mehreren pyramidenförmigen Azinuszellen bestehen. Diese 
Azinuszellen liegen der Basallamina auf und sind ca. 10-20mm hoch. Ihr 
Zellkern liegt basal. Im apikalen Zellkörper befindet sich die Granula, die 
Verdauungsenzyme enthält. Die Azinuszellen produzieren die 
Verdauungsenzyme [2]. Die Drüsenläppchen sind über ein einschichtig und 
platt bis isoprismatisches Schaltstück an die Ausführungsgänge angeschlossen. 
Die Schaltstücke und Ausführungsgänge produzieren Bikarbonat. Letztlich 
treten alle Ausführungsgänge in den Ductus pancreaticus major oder minor ein. 
Im Gegensatz zur Leber weist das Pankreas keine Myoepithelzellen auf. Die 
Myoepithelzellen helfen bei der Sekretabgabe. In den Zwischenräumen der 
Azinuszellen befinden sich Bindegewebszellen, so genannte Sternzellen. Diese 
sind kleine Zellen mit Ausläufern, die im Verlauf durch vermehrte Bildung eine 
Pankreasfibrose entstehen lassen können [2].  
Der endokrine Teil des Pankreas besteht hauptsächlich aus den Langerhans 
Inseln, die in ihrer Gesamtheit als Inselorgan bezeichnet werden. Die 
Langerhans Inseln bestehen aus 4 verschiedenen hormonproduzierenden 
Zelltypen, die ein leicht granuliertes Zytoplasma sowie einen rundlichen Zellkern 
besitzen. Den Hauptteil der Zellen bilden die Insulinproduzierenden B-Zellen [3]. 
 
Zelltypen im Pankreas 
Zelltyp Hormon Anteil am Inselorgan 
B-Zellen Insulin 70% 
A-Zellen Glukagon 20% 
D-Zellen Somatostatin 5% 
PP-Zellen Pankreatisches Peptid Bis 5% 
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Abb. 2: Histologische Aufnahme des Pankreas 
20fache Vergrößerung. Die Langerhans Inseln sind mit Pfeilen markiert. Die 
Azinuszellen sind mit einem gelben Stern markiert.  
1.2 Erkrankungen des Pankreas 
Das Pankreas ist ein komplexes Organ, in dem verschiedene Erkrankungen 
entstehen können. Wichtige Krankheitsbilder sind die Pankreatitiden, der 
Diabetes mellitus und das Pankreaskarzinom. Diese Arbeit widmet sich dem 
Pankreaskarzinom.  
Der Diabetes mellitus ist eine Glukoseintoleranz des Körpers, welche 
verschiedene Ursachen haben kann [4]. Die Konsequenzen sind 
Langzeitschäden des Pankreas, Insuffizienz und Schäden an weiteren Organen 
[5]. 
Die Pankreatitis kann in eine akute und chronische Form eingeteilt werden. Es 
handelt sich dabei um einen inflammatorischen Prozess [6]. Die akute 
Pankreatitis wird definiert mit persistierenden abdominellen Schmerzen, einer 
dreifachen Erhöhung der Lipase oder Amylase und einem bildgebenden 
Korrelat [7]. Die chronische Form wird definiert als eine über eine längere Zeit 
anhaltende oder wiederkehrende abdominelle Schmerzsymptomatik sowie ein 
histologisch gesicherter Verlust von Azinuszellen und Langerhans Inseln [8]. 
Die chronische Pankreatitis zählt zu den Hauptrisikofaktoren für das 
Pankreaskarzinom [9]. Folgen sind unter anderem Pankreasinsuffizienz und 
Pseudozysten [10]. 
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1.3 Pankreaskarzinom 
Das Pankreaskarzinom ist die viert häufigste Krebstodesursache in 
Deutschland [11]. Im Jahre 2010 erkrankten ca. 16.000 Menschen an einem 
Pankreaskarzinom. Es waren gleichermaßen Frauen wie Männer betroffen. 
Prognosen für das Jahr 2014 sagten einen weiteren Anstieg der Inzidenz 
voraus auf ca. 17.400, darunter 8500 Männer und 8900 Frauen. Somit würde 
die rohe Erkrankungsrate bei den Männern von 20 auf 21,4 und bei den Frauen 
von 19,4 auf 21,6 bezogen auf je 100.000 Personen steigen. Aufgrund der 
schlechten Behandlungsmöglichkeiten entspricht die Mortalität der Erkrankung 
nahezu der Inzidenz: Im Jahre 2010 wurden insgesamt 15487 Sterbefälle 
gezählt, davon 7537 Männer und 7950 Frauen. Die hohe Sterberate ist meist 
durch die fehlenden Frühsymptome zu erklären, da sich erst im späten 
Erkrankungsstadium Beschwerden zeigen. Beispiele hierfür sind Ober- und 
Mittelbauchbeschwerden, ein schmerzloser Ikterus, Gewichtsverlust oder ein 
tastbarer Tumor. Das Pankreaskopfkarzinom nimmt hierbei eine Sonderstellung 
ein, da es durch die nahe Lage zum Duodenum früh zu einem 
Verschlussikterus einschließlich eines schmerzlosen und vergrößerten 
Gallengangs kommen kann [12]. Außerdem zeigen ein Großteil der Patienten 
zum Diagnosezeitpunkt bereits Lymphknotenmetastasen entlang der Arteria 
mesenterica superior, Arteria gastroduodenalis, Arteria hepatica communis als 
auch der Arteria lienalis und des Truncus coeliacus auf [13]. Insgesamt 
verdeutlicht dies nochmal die 5-Jahresüberlebensrate, die zu den geringsten 
unter allen Krebsarten gehört. Die relative 5-Jahresüberlebensrate liegt sowohl 
bei den Männern wie bei den Frauen bei 8% wie Abbildung 3 zeigt.  
Zu den Risikofaktoren zählen unter anderem der Tabakkonsum, Adipositas, 
Alkohol, Diabetes Typ 2 und die chronische Pankreatitis [5]. Zudem sind einige 
genetische Syndrome wie das familiäre Pankreaskarzinom, familiäre Brust- und 
Ovarialkarzinom, FAMM-Syndrom sowie das Preutz-Jeghers-Syndrom mit 
einem erhöhten Risiko assoziiert, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken [8]. 
Bei ca. 5-10% aller Pankreaskarzinom Erkrankten zeigte sich in der 
Familienanamnese eine Häufung der Erkrankung [1]. 
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Abb. 3: 5-Jahres Überlebensraten 
Vergleich der relativen 5-Jahresüberlebensraten, nach Lokalisation und Geschlecht (2009-
2010), dabei ist deutlich zu erkennen, dass das Pankreaskarzinom die geringste 
Überlebensrate vorweist. [11] 
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Abb. 4: Tumore im Vergleich nach Geschlecht 
Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefällen in 
Deutschland 2010. Das Pankreaskarzinom ist die vierthäufigste Todesursache an allen 
Krebsarten in Deutschland [11] 
1.3.1 Karzinogenese des Pankreaskarzinoms 
Die häufigste Form des Pankreaskarzinoms ist das duktale Adenokarzinom, 
auch Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) genannt [14]. Bis dato sind 
drei nicht invasive Vorläuferläsionen bekannt, die zu PDAC führen: 
Pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN), intraduktale papillär 
muzinöse Neoplasien (IPMN) und muzinös zystische Neoplasien (MCN) [15]. In 
den meisten Fällen handelt es sich um PanINs, weswegen in dieser Arbeit 
ausschließlich diese Vorläuferläsion abgehandelt wird. In der Entstehung von 
PDAC aus PanINs wird von einem Progressionsmodell ausgegangen. Dabei 
werden die einzelnen Stadien 1-3, die mit ansteigenden Atypien einhergehen, 
durchlaufen [16].   
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PanIN1 PanIN2 PanIN3 PDAC
Abb. 5: PDAC Progressionsmodell  
1.3.2 Die Vorläuferläsion PanIN 
PanINs sind mikroskopische Läsionen, die papillär bis flach und nichtinvasiv 
aus den pankreatischen Drüsenzellen entstehen. Die Zellen können zylinder- 
bis kuboidförmig sein und einen unterschiedlichen Grad an Atypien und 
Mucingehalt besitzen. Dabei werden drei Läsionstypen unterschieden: PanIN 1 
(A/B), PanIN 2 und PanIN 3 [17]. 
 
PanIN Klassifikationen  
Klassifikation Charakteristika 
PanIN 1 
A 
 
 
 
B 
 
 
flache zylinderförmige Zellen mit basal 
liegendem Kern, der Kern ist rund bis 
oval 
  
papillär bis pseudogeschichtet 
ähnlich zu PanIN 1A 
 
PanIN 2 flache bis papillärförmige Zellen mit 
Kernatypien 
 
PanIN 3 Kuboidförmige Zellen mit Kernatypien, 
Nekrose am Lumen, abnormale 
Mitosestadien 
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Abb. 6: Histologische Aufnahme der PanIN 
Progression von der normalen Drüsenzelle (A) über PanIN 1 (B), PanIN 2 (C) zu PanIN 3 (D). 
Entnommen aus [15] 
1.3.3 Rolle von Kras in der PDAC Entstehung 
Ras Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung, Apoptose, 
Migration und Proliferation, so dass sie somit auch eine zentrale Bedeutung in 
der Karzinomentwicklung haben [18].  
Das Kirsten sarcoma virus (Kras) gehört, neben Nras und Hras, zur Ras 
Familie. Das Protein kann durch die Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) 
oder Guanosindiphosphat (GDP) einen aktivierten oder inaktivierten Zustand 
einnehmen. Die Regulation erfolgt über dem GTP-Austauschfaktor auch 
Guanosine triphosphate Exchange Factor (GEF) genannt [19]. So können im 
aktivierten Zustand extrazelluläre Signale intrazellulär weitergeleitet werden 
[20]. Dies führt zur Aktivierung von verschiedenen komplexen Signalwegen [21].  
Mutationen im Kras Gen sind in über 90% der Pankreaskarzinome vorhanden 
[22] und sind bereits in frühen PanIN Stadien nachweisbar [15]. Dabei ist das 
Kras Protein in einem konstitutiv aktiven Zustand, wodurch stets die 
Signalkaskade eingeschaltet ist. Dies führt unter anderem zu einer dauerhaften 
Zellproliferation [16]. Kras spielt daher eine wichtige Rolle in der 
Tumorentstehung neben den Tumorsuppressoren p16/CDKN2A, p53 und 
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DPC4/SMAD4 [23]. Eine weitere bedeutende Funktion in der 
Karzinomentstehung liegt dem TNF inne. Seine Funktion ist paradox. Einerseits 
ist der Tumor Nekrose Faktor krebsfördernd, andererseits agiert dieser auch 
gegen den Tumor. Das Onkogen Ras nutzt diese Eigenschaft und wandelt den 
Tumor Nekrose Faktor in einen reinen krebsfördernden Faktor. Dadurch wird 
dieser essenziell für das Überleben des Tumors und seiner Malignität [24]. 
 
 
Abb. 7: Darstellung der Kras Signalwege. Verändert nach [21]. 
1.3.4 Die Signalwege von Transforming Growth Factor ß aktivierte  
Kinase 1 (TAK 1) 
TAK1 ist eine Serin/Threonin Kinase [25] und ist von zentraler Bedeutung in der 
Aktivierung vom Mitogen-activated protein Kinase (MAPK) und des Nuklear 
Faktor-kappaB Signalweges [26-28].  
TAK1 wurde erstmalig 1995 als eine MAPK Kinase Kinase (MAP3K) im MAPK 
Signalweg beschrieben, welches durch den Transforming Growth Factor-β 
(TGF-ß) Rezeptor und knochenmorphogenetische Proteine aktiviert wird [29]. 
Die extrazellulären Liganden binden an die jeweiligen Rezeptoren. Wichtige 
Rezeptoren in der Aktivierung von TAK1 sind der Tumor Nekrose Faktor-α 
(TNF-α) Rezeptor [30], Interleukin-1 (IL-1) Rezeptor [26], Toll-like Rezeptor, T-
Zell Rezeptor, B-Zell Rezeptor [31] und TGF-β Rezeptoren I und II [29].  
 
Sobald ein Ligand am TNF-α Rezeptor oder am IL-1 Rezeptor bindet, wird der 
TNF Rezeptor assoziierte Faktor 2 (TRAF2) und der TNF Rezeptor assoziierte 
Faktor 6 (TRAF6) rekrutiert. Diese stimulieren TAK1 und führen letztlich über 
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den IKK Komplex zur Aktivierung von NF-κB [26, 30]. NF-κB ist ein wichtiger 
Transkriptionsfaktor, der durch den IkB Kinase (IKK) Komplex inhibiert wird [32]. 
Der IKK Komplex besteht aus IKKα, IKKβ und dem NF-κB essential modulator 
(NEMO) [30]. NF-κB kontrolliert eine Reihe von Prozessen in der Inflammation, 
Proliferation und Überleben der Zelle [33]. 
 
Der TGF-β I Rezeptor rekrutiert ebenfalls TRAF6 [34] und führt über TAK1 zur 
Stimulation der MAP Kinasen: c-Jun N-terminale Kinase (JNK), Extracellular-
signal Regulated Kinase (ERK) und p38. Dies wiederum führt zu 
Zelldifferenzierung und Apoptose [35]. Zudem werden über den TGF-β 
Rezeptor die SMAD Proteine aktiviert [36, 37], die für die Genregulation 
zuständig sind [38]. 
 
In den Signalwegen der Lymphozyten spielt TAK1 ebenfalls eine wichtige Rolle. 
Die B-Zell Rezeptoren aktivieren über TAK1 den IκB Kinase Komplex und somit 
den NF-κB Signalweg [39]. Die T-Zell Rezeptoren induzieren über TAK1 
ebenso den NF-κB Signalweg [33]. 
 
Ein weiterer wichtiger Signalweg von TAK1 ist die Aktivierung des NF-κB 
Signalweges. Bei einer Überexpression von TAK1 zusammen mit seinem 
Bindungsprotein TAB1 führt dies zur Stimulation von NF-κB über den IKK 
Komplex [40].  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass TAK1 eine tragende Rolle in der 
Zelldifferenzierung, dem Zelltod und der Inflammation über den NF- κB 
Signalweg spielt, die durch verschiedenste Signalwege, wie oben beschrieben, 
aktiviert werden kann. Abbildung 8 verdeutlicht diese komplexen 
Zusammenhänge nochmals. 
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Abb. 8: Signalwege von TAK1 
TAK1 kann durch den TNF-α Rezeptor, IL-1 Rezeptor, Toll-like Rezeptor, T-Zell Rezeptor, B-
Zell Rezeptor oder dem TGF-β Rezeptor über extrazelluläre Liganden aktiviert werden. TAK1 
wiederum aktiviert zusammen mit seinen Bindungsproteinen Tab1 und Tab2 oder 3 unter 
anderem den NF-κB Signalweg. Bei Doppelstrangbrüchen der DNA ist TAK1 über 
TRAF2/TRAF6 in der Signalweiterleitung beteiligt. Entnommen aus [33]. 
1.4 Mausmodell  
Erstmalig beschrieben Jackson et al. die Möglichkeit einer konditionellen 
Aktivierung von Kras mithilfe des Cre-Lox Systems. Es wurde der Vektor Lox-
STOP-Lox (LSL) hinzugefügt, der die Transkription und Translation von Kras 
inhibierte. Das STOP Element konnte nun mithilfe des Transkriptionsfaktors Cre 
Rekombinase, welches es erlaubt die Lokalisation der Tumorentstehung zu 
bestimmen, entfernt werden. Die Entfernung des STOP Elements führte dazu, 
dass Kras durchgehend aktiv ist [41].  
 
 
 
Abb. 9: Cre-Lox System 
Durch die Entfernung des Stop Elements kann Kras abgelesen werden. 
 
Kras STOP Kras 
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Um die Entstehung von PDAC einzuleiten, war jedoch eine bestimmte Cre 
Rekombinase erforderlich. Zwei Pankreas spezifische Transkriptionsfaktoren 
sind Pdx1 und Ptf1-P48, auch Ptf1a genannt [42]. Beide Transkriptionsfaktoren 
sind für die Differenzierung des Pankreas notwendig, insbesondere ist Pdx1 für 
die Differenzierung der Inselzellen erforderlich [43]. Der Transkriptionsfaktor 
Ptf1a ist für die exokrin spezifischen Gene wie Elastase 1 oder Amylase 
zuständig [44, 45]. Der endokrine sowie duktale Teil wird nicht von Ptf1a initiiert 
[46]. Nach ca. 1 Jahr entwickeln die Ptf1a Cre+/KrasG12D/+ Mäuse PDAC auf 
dem Boden von PanINs [47]. Da PDAC aus den Azinuszellen hervorgeht, 
konzentriert sich diese Arbeit auf den Transkriptionsfaktor Ptf1a. 
Durch Kreuzung von KrasG12D/+ mutierten Mäusen und der 
pankreasspezifischen Cre Mauslinie konnten Mäuse generiert werden, die das 
Kras konstitutiv aktiviert hatten und somit PDAC entwickelten. 
 
 
 
 
 
Abb. 10: Ptf1aCre /+/KrasG12D/+  Mausmodell 
Entstehung Ptf1aCre+/KrasG12D/+ Mauslinie.  
 
Anschließend erfolgte die Deletion von TAK1 in der Kras Mauslinie. Dies 
erfolgte erneut pankreasspezifisch. So entstand eine Maus, in der KrasG12D/+ 
konstitutiv aktiviert ist und zusätzlich TAK1fl/fl deletiert wurde. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 11: Ptf1aCre /+/KrasG12D/+TAK1 f l / f l  Mauslinie 
Entstehung Ptf1aCre+/KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mauslinie. Die Deletion von TAK1fl/fl erfolgte 
pankreasspezifisch und es erfolgte die Aktivierung von KrasG12D/+. 
 
X Ptf1aCre/+ 
Ptf1aCre/+/ 
KrasG12D/+ 
KrasG12D/+ 
X KrasG12D/+ 
KrasG12D/+/ 
TAK1fl/fl 
TAK1fl/fl 
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2 Zielsetzung 
Das Pankreaskarzinom ist einer der häufigsten Todesursachen in Deutschland 
im Rahmen eines Krebsgeschehens [11]. Die chirurgische Entfernung, Radio- 
und Chemotherapie zeigen jedoch auch bei guter Therapielage eine schlechte 
Prognose an [48]. Einer der wichtigsten Mutationen im Pankreaskarzinom ist 
das Ras Gen [49]. Ling et al. zeigten bereits, dass bei Unterbrechung des Kras 
Signalweges, die Entwicklung des PDAC gestoppt bzw. unterbrochen werden 
konnte [50]. Ziel dieser Arbeit war es, weitere Proteine bzw. Gene zu finden, die 
eine große Bedeutung in der Signalkaskade der Karzinomentstehung haben 
und somit die Tumorentwicklung beeinflussen können. Als eines dieser Gene 
stellte sich TAK1 heraus, an dessen folgende Fragestellungen untersucht 
wurden:  
 
Welche Rolle spielt TAK1 in der Signalübertragung von Kras? 
 
Welche Signalwege werden beeinflusst?  
 
Welche Bedeutung könnte diese Entdeckung auf die zukünftige Therapie 
des Pankreaskarzinoms haben? 
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3 Materialien und Methoden 
Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Standardmethoden angewendet. Diese 
wurden in ähnlicher Weise bereits in vorhergehenden und durch unser Labor 
publizierten Arbeiten beschrieben.  
3.1 Chemikalien 
5% Milchpulver       Roth 
Acrylamid / Bisacrylamid-Lösung (37,5:1)   Bio-Rad 
Agarose        Roth 
Alkohol        Fischar 
Ammoniumpersulfat (APS)     MP Biomedicals 
Bradford Reagenz       Bio-Rad 
Chloroform        Roth 
Complete Mini (Proteinaseinhibitor)    Roche 
DTT (Dithiotreitol)       Roth 
EDTA (Ethylendiaminotetraessigsäure)    Applichem 
Hämatoxylin        Dako 
HCL (Chlorwasserstoffsäure: 37%)    Applichem 
Isofluran (Forene®)       Abott 
Isopropanol        Applichem 
Methanol        VWR Prolabo 
NaCl (0,9%) Spüllösung      Delta Select 
Natriumchlorid (NaCl)      Applichem 
NP-40 Lysepuffer (Nonidet P-40)     Fluka 
Paraformaldehyd (PFA)      Roth 
Ponceau S        Sigma-Aldrich 
SDS (Sodiumdodecylsulfat)     Roth 
TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer 50x)   Applichem 
TEMED (N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamine)  Roth 
Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)   Applichem 
Trizol®        Invitrogen 
Tween-20        Serva 
Wasserstoffperoxid 30% (500ml)     Roth 
Xylol         Fischar 
β-Mercaptoethanol       Sigma  
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3.2  Puffer und Lösungen 
Jegliche Puffer und Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit 
destilliertem Wasser angesetzt. 
3.2.1 Puffer und Lösungen für die SDS Gelektrophoresetechnik 
 
 NP-40 Lysepuffer 
 
 
 
 
 
 
Immer frisch hinzufügen: 
Ein Complete mini und eine Tablette PhosphoSTOP in 1 ml A. dest. auflösen 
und zu 9ml NP-40 Lysepuffer hinzufügen. Zur Lösung werden zusätzlich 100 µl 
0,1M PEFA Block und 10 µl 1M DTT dazu gegeben. 
 
 SDS Laufpuffer (10x) 
 
 
 
 
 
Lämmli Puffer (5x) 
 
 
 
 
 
 
TOWIN Transferpuffer 
  
 
 
  
Zusammensetzung für 500 ml 
A.dest. [ml] 425,5  
Tris-HCL 1M pH 7,5 [ml] 25 
NaCl 5M [ml] 15  
NP-40 [ml] 2,5  
Zusammensetzung für 1 Liter 
Tris-HCL 250M pH 8,4 [g] 30,29 
Glycerol 192M [g] 144,13  
1% SDS [g] 10  
Zusammensetzung für 1 Liter 
Tris-HCL 10mM pH 6,8 [ml] 4,2 
100% Glycerol [ml] 2,0 
10% SDS [ml] 3,8 
Β-Mercaptoethanol [ml] 8,0 
Bromphenolblau ad libitum 
Zusammensetzung für 1 Liter 
Tris 25mM [g] 30,29 
Glycerol 190mM [g] 144,13  
20% Methanol (v/w) [ml] 200  
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 TBS Tween (10x) 
 
 
 
Immer frisch hinzufügen: 
Auf 1 Liter TBS Puffer 1ml Tween-20 hinzufügen 
 
Konzentrationen für ein Polyacrylamid-Gel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2  Puffer und Lösungen zur Konzentrationsbestimmung von RNA aus 
Gewebe 
 
Tris Buffer 10mM pH7 
 
 
 
 
 
Zuletzt den Tris Buffer mithilfe von einer sauren Lösung (z.B. Chlorwasserstoff) 
oder einer alkalischen Lösung (z.B. Natronlauge) auf pH 7 einstellen.  
Zusammensetzung für 1 Liter 
Tris-HCL 0,2M pH 7,6 [g] 24,2 
NaCl 1,4M [g] 80,0  
Trenngel 8% 10% 12,5% 
A.dest. [ml] 4,6  4  3,28  
Tris 1,5M pH 8,8 [ml] 2,5  2,5  2,5  
Acrylamid [ml] 2,7  3,3  4,06  
10% SDS [µl] 100  100  100  
APS [µl] 100  100  100  
TEMED [µl] 6  7,5  7,5  
Sammelgel  
A.dest. [ml] 2,5  
Tris 1,5M pH 8,8 [ml] 1,5  
Acrylamid [ml] 1,25  
10% SDS [µl] 50 
APS [µl] 25  
TEMED [µl] 7,5 
Zusammensetzung für 1 Liter 
Tris 200mM [g] 24,2 
NaCl 1,5M [g] 87,6 
Tween-20 [ml] 1 
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3.2.3  Puffer und Lösungen für histologische Färbungen 
 
 EDTA Puffer 
 
 
 
 
 
Zuletzt den EDTA Puffer mithilfe von einer sauren Lösung (z.B. 
Chlorwasserstoff) oder einer alkalischen Lösung (z.B. Natronlauge) auf pH 9 
einstellen. 
 
 TBS Waschpuffer 
 
 
 
 
3.3 Verbrauchsmaterialien und Kits 
100bp DNA Ladder (250µg)     Invitrogen 
10x PCR Buffer (15mM MgCI2)     Denville Scientific 
5x Green GoTaq® Reaction Buffer    Promega 
Amersham Hyperfilm™ECL     GE Healthcare 
Amersham™ECL plus      GE Healthcare 
Antikörperverdünnungspuffer (Immunhistochemie)  Medac 
Probengefäß 1,1ml Z-Gel zur Serumgewinnung  Sarstedt 
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit,     Vector 
3,3’-diaminobenzidine 
DirectPCR Lyse Reagenz      peqlab 
dNTP Set (100 mM)       Invitrogen 
Eppendorf Safe-Lock Gefäße (1,5ml und 2ml)   Eppendorf 
Falcon Gefäße (15ml und 50ml)     BD Falcon 
Gärröhrchen        Sarstedt 
Glaskapillaren       Hilgenberg 
GoTaq® DNA Polymerase (M7805)    Promega 
Hämalaunlösung nach Mayer     Roth 
Zusammensetzung für 1 Liter 
Tris 10mM [g] 1,2114 
EDTA 0,5M [ml] 2 
Tween-20 [µl] 500 
Zusammensetzung für 2 Liter 
Tris 1M [g] 4,856 
NaCl 5M [ml] 60 
Tween-20 [ml] 1 
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Immobilon™-FL Transfer-Membran    Millipore 
Halbmikro Küvetten, Polystyrol     Sarstedt 
Magnesium Chloride Solution (25mM)    Promega 
MgCI2 Stock Solution (25mM)     Denville Scientific 
Normal Goat Serum Blocking Solution    Vector 
Normal Horse Serum Blocking Solution    Vector 
Novex Presharp (Western Blot Marker)    Invitrogen 
Objektträger SuperFrost®      Roth 
Menzel Gläser, SuperFrost® Plus    Thermo Scientific 
PEFA Block        Roche 
PhosphoSTOP       Roche 
Proteinase K, recombinant, PCR Grade    Roche 
Restore™Western blot stripping buffer    Thermo Scientific 
RNase away     Molecular Bio  
    Products 
RNase free DNase Set      Qiagen 
RNeasy Mini Kit       Qiagen 
SYBR® Green qPCR SuperMix     Qiagen 
Taq DNA Polymerase, recombinant    Invitrogen 
Transcriptor First Strand cDNA Synthese Kit   Roche 
Vitro-Clud® Deckgläser      R.Langenbrick 
Whatman® Papier       VWR 
3.4 Antikörper 
3.4.1 Primär Antikörper 
CD3 (IHC 1:500)       Thermo Scientific 
Cleaved Caspase 3 (IHC 1:750; WB 1:5000)   Cell Signaling 
Cyclin D1 (72-13G) (WB 1:1000)     Santa Cruz 
GAPDH (WB 1:1000)      ABD Serotec 
Iϰb α         Cell Signaling 
Ki-67 (IHC 1:2000)       Thermo Scientific 
p42/44 MAP Kinase (ERK) (WB1:1000)    Cell Signaling 
Phospho-Histone H2AX (Ser 139) (1:600)   Cell Signaling 
Phospho-Iϰb α (Ser32/36)      Cell Signaling 
Phospho-NF-κB p65 (Ser536)     Cell Signaling 
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Phospho-NF-κB p65    Cell Signaling 
Phospho-p42/44 MAP Kinase (pERK) (WB 1:1000)   Cell Signaling  
Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185)    Cell Signaling 
(IHC 1:300; WB 1:1000)  
Phospho-STAT-3 (IHC 1:500)     Cell Signaling 
Primer Kras         Eurofins 
for  GTC GAC AAG CTC ATG CGGGTG 
Both  TTA CAA GCG CAC GCA GAC TGT AGA 
rev  AGC TAG CCA TGG CTT GAG TAA 
Primer TAK1        Eurofins 
for  GGC TTT CAT TGT GGA GGT AAG CTG AGA 
rev  GGA ACC CGT GGA TAA GTG CAC TTG AAT 
SAPK/JNK (WB 1:1000)      Cell Signaling 
TAK1/MAP3K7 (WB 1:1000)     IMGENEX 
αPCNA (WB 1:2000)      Zymed 
β-Actin        SIGMA 
3.4.2 Sekundär Antikörper 
ImmPRESS HRP Anti-Rabbit Ig (Peroxidase),    Vector 
Polymer Detection Kit         
ECL™ anti-rabbit IgG 1:5000     GE Healthcare 
ECL™ anti-mouse IgG 1:5000     GE Healthcare 
ECL™ anti-rat IgG 1:10000     Santa Cruz 
3.5 qPCR Primer 
cycD1 for  GCG TAC CCT GAC ACC AAT CTC 
cycD1 rev  CTC CTC TTC GCA CTT CTG CTC 
 
IL6 for   GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA  
IL6 rev  CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA 
 
TNF-RT-for  ACC ACG CTC TTC TGT CTA CTG A 
TNF-RT-rev  TCC ACT TGG TGG TTT GCT ACG 
 
RANKL for    CAG CAT CGC TCT GTT CCT GTA 
RANKL rev    CTG CGT TTT CAT GGA GTC TC 
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CCR2-for   GGA GAC AGC AGA TCG AGT G 
CCR2-rev   GAC CCA AAG TAA GAA CCA C 
 
CCL2 for  GTG TTG GCT CAG CCA GAT GC 
CCL2 rev  GAC ACC TGC TGC TGG TGA TCC 
 
CCL8 for  TCT ACG CAG TGC TTC TTT GCC 
CCL8 rev   AAG GGG GAT CTT CAG CTT TAG TA 
 
CXCL10 for  CCA AGT GCT GCC GTC ATT TTC 
CXCL10 rev  GGC TCG CAG GGA TGA TTT CAA 
 
LTα for  CCA CCT CTT GAG GGT GCT TG 
LTα rev  CAT GTC GGA GAA AGG CAC GAT 
 
CXCL 1 for  CTG GGA TTC ACC TCA AGA ACA TC 
CXCL 1 rev  CAG GGT CAA GGC AAG CCT C 
 
CXCL2 for  CCA ACC ACC AGG CTA CAG G 
CXCL 2 rev  GCG TCA CAC TCA AGC TCT G 
 
FASL for    GCC CAT GAA TTA CCC ATG TCC 
FASL rev    ACA GAT TTG TGT TGT GGT CCT T 
3.6 Versuchstiere 
Für die Versuche wurden ausschließlich männliche Tiere mit dem genetischen 
Hintergrund Balb/c oder C57/Black/6. Sie stammen vom Jackson Laboratory, 
Bar Harbor, Maine. Alle Versuchsmäuse wurde in der Universitätsklinik Aachen 
unter der Pathogen Belastung S1 versorgt. Sie wurden in Typ II Long Käfigen 
mit einem 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus gehalten. 
3.7 Serumanalyse 
Die retroorbitale Blutentnahme erfolgte mithilfe von Glaskapillaren und wurde 
nach vollständiger Gerinnung 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Serum 
wurde mit einer 1:10 Verdünnung (0,9% NaCl Lösung) im Zentrallabor des 
Universitätsklinikums Aachen analysiert.  
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3.8 PanIN Analyse 
Die Analyse und Auswertung der pankreatischen intraepithelialen Neoplasien 
erfolgte durch den Pathologen Univ.-Prof. Dr. med. Gaßler. Dabei wurde der 
gesamte histologische Schnitt auf einen Wert von 100% gesetzt und 
prozentuale Angaben zu den einzelnen PanIN Stadien gemacht. 
3.9 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
3.9.1 Auflösung Tails 
Die Schwanzspitzen der Versuchsmäuse wurden mithilfe von 2µl Proteinase K 
und 100µl DirectPCR Tail bei 56°C im Thermomixer geschüttelt. Nach 
vollständiger Auflösung wurden die Proben für 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um 
die Wirkung von Proteinase K zu stoppen.  
3.9.2 Amplifikation der DNA 
Um die Amplifikation im Thermocycler (T-3000, Biometra) durchführen zu 
können, muss folgender Reaktionsansatz hergestellt werden: 
 
 
 
Für die KrasG12D/+ Genotypisierung benötigt man 2 Reaktionsansätze, dabei 
wird beim ersten Reaktionsansatz der Primer for und Primer both und beim 
zweiten Reaktionsansatz die Primer rev und both verwendet. 
 
 
 
 
 
KrasG12D/+ für 1 DNA Probe [µl] 
A.dest. 12,75 
5x Green GoTaq® Reaction Buffer 5,0 
dNTP 10mM 0,5 
Primer for 1,25 
Primer rev 1,25 
Primer both 1,25 
MgCl2 25mM 2,0 
GoTaq® DNA Polymerase 0,25 
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TAK1fl/fl für 1 DNA Probe [µl] 
A.dest. 15,0 
10x PCR Buffer 3,0 
dNTP 2mM 3,0 
Primer Mix TAK1 10µM 3,0 
MgCl2 25mM 3,6 
Taq DNA Polymerase  0,4  
 
Anschließend durchlaufen die Proben folgende Programme: 
KrasG12D/+ 
3 Minuten bei 94°C 
30 Sekunden bei 94°C 
30 Sekunden bei 58°C  
30 Sekunden bei 72°C 
3 Minuten bei 72°C 
 
TAK1fl/fl 
2 Minuten bei 94°C 
30 Sekunden bei 94°C 
30 Sekunden bei 67°C  
1 Minute bei 72°C 
10 Minuten bei 72°C 
3.9.3 Agarose Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung der DNA Fragmenten wird ein 2% Agarose Gel in TAE Buffer 
mit Ethidiumbromid versetzt. Die Bestimmung der Fragmentgröße erfolgt über 
einen 100 Basenpaaren DNA Ladder (Marker). Die Auftrennung entsteht über 
eine angeschlossene Spannung von 120V am. Die anschließende 
Visualisierung findet durch UV-Licht statt. 
3.10 Protein Analysen 
3.10.1 Gesamtzell Proteinisolation 
Mittels eines Wheaton-Douncer Gewebe Homogenisator werden die 
tiefgefrorenen Pankreasgewebestücke in 100µl NP-40 Lysepuffer zerkleinert 
und anschließend in ein Eppendorf Gefäß überführt. Die Proben werden für 30 
35 Zyklen 
35 Zyklen 
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Minuten auf Eis gestellt und dann bei 14000rpm, 4°C für 10 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig in ein weiteres Eppendorf Gefäß 
überführt. 
3.10.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinbestimmung erfolgt nach einer 1:10 Verdünnung (mit NP-40 
Lysepuffer) der Proteine. Nun werden in Küvetten 798µl Aqua destillata 
(A.dest.,) 200µl Bradfordreagenz (Bio Rad) sowie 2µl verdünntes Protein 
angesetzt und mittels Photometer die Absorption bei 595nm bestimmt.[51] 
3.10.3 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Das Gesamtprotein wird auf 6µg/µl eingestellt und mit 5x SDS-DTT 
Probenpuffer auf ein Gesamtvolumen von 40µl versetzt. Daraufhin werden die 
Proben bei 95°C für 5 Minuten erhitzt und somit denaturiert. Die Auftrennung 
der Proteine nach Molekulargewicht erfolgt über ein SDS Polyacrylamidgel, 
welches zunächst an einer Spannung von 80V angeschlossen ist. Nachdem die 
Proben das Sammelgel durchlaufen haben, wird die Spannung auf 120V 
hochgestellt. Zur Bestimmung des Molekulargewichtsgröße der Proteine wird 
ein Western Blot Marker verwendet. 
3.10.4 Western Blot 
Nach der Auftrennung der Proteine mithilfe der SDS Gelelektrophorese erfolgt 
die Übertragung der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran. 
Zunächst muss die PVDF Membran in Methanol für 15 Sekunden aktiviert und 
anschließend in A.dest. geschwenkt werden. Daraufhin wird die Membran in 
Transferpuffer für 5 Minuten eingelegt. Nun wird sie auf ein in TOWIN Puffer 
getränktes Whatman Papier gelegt, welches sich auf dem Blotter befindet. Auf 
die Membran wird das Gel gelegt und mit einem weiteren in TOWIN Puffer 
getränktem Whatman Papier bedeckt. Die Transferdauer beträgt 70 Minuten bei 
20V und 1mA/cm2. 
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Abb. 12: Aufbau beim Blotten 
3.10.5 Ponceau S Färbung 
Um sicher zu stellen, dass das Blotten erfolgreich war, werden die Proteine 
mittels der Ponceau S Lösung reversibel angefärbt. Nach kurzer Inkubation 
kann die Färbung mit Wasser herausgewaschen werden. 
3.10.6 Immundetektion 
Zunächst wird die Membran mit 5% Milchpulver in 10ml TBS Puffer für 1 Stunde 
geblockt, um unspezifische Bindungen zu minimieren. Dann wird die Membran 
3x für jeweils 5 Minuten in TBS Tween gewaschen und es wird der primäre 
Antikörper hinzugefügt und über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Am darauffolgenden Tag wird die Membran in TBS Tween (3x jeweils 5 
Minuten) gewaschen und anschließend mit dem passenden sekundären 
Antikörper für 1 Stunde bei Raumtemperatur versetzt. Nun wird nach einem 
weiteren Waschvorgang mit TBS Tween (3x jeweils 10 Minuten) die 
Detektionslösung (400µl Solution A + 400µl Solution B) angesetzt und für 3 
Minuten auf der Membran inkubiert. Die Chemolumineszenzreaktion erfolgt am 
LAS-400 (FujiFilm). 
3.11. RNA Analysen 
3.11.1 RNA Extraktion aus Pankreas Gewebestücken 
Die tiefgefrorenen Pankreas Gewebestücke werden per Ultraturax (Ultra-Turrax 
TP-18/10S1) in 1ml Trizol homogenisiert. Anschließend wird das Homogenisat 
vom Gärröhrchen in ein Eppendorf Gefäß überführt. Daraufhin wird das Gefäß 
Whatmanpapier 
SDS Polyacrylamid Gel 
Whatmanpapier 
PVDF Membran 
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bei 10000rpm und 4°C für 10 Minuten zentrifugiert und der Überstand wird in 
einem neuen Eppendorf Gefäß gesichert. Nachdem die Proben 5 Minuten bei 
Raumtemperatur bis zur Dissoziation der Nucleo Proteinkomplexe inkubiert 
wurden, wird 200µl Chloroform hinzugefügt. Anschließend wird das Gemisch 
sofort für 15 Sekunden in der Hand geschüttelt und für 3 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Proben bei 10.000rpm und 4°C 
für 15 Minuten zentrifugiert und der Überstand wird in ein neues Eppendorf 
Gefäß gegeben. Die Aufreinigung der RNA erfolgt über das RNeasy Mini Kit 
nach Anleitung des Herstellers. 
3.11.2 RNA Konzentrationsbestimmung 
Zunächst werden die RNA Proben 1:50 mit Tris Buffer (10mM pH7) verdünnt 
und die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels Photometer bei 260nm. 
Das Verhältnis von E260/280 sowie das Verhältnis von E260/230 sollten möglichst 
unter 2,0 liegen, da sonst möglicherweise Verunreinigungen der Proben 
vorliegen. 
3.11.3 Reverse Transcription (RT-PCR) 
Hierbei wird zuerst mittels Transcriptor First Strand cDNA Synthese Kit die RNA 
in complementary Desoxyribonukleinsäure (cDNA) umgeschrieben. Dafür 
werden 2µg RNA Probe mit 6µl Random Hexamer Primer und Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 13µl aufgefüllt. Dieser Mix wird im Thermocycler inkubiert 
(T-3000, Biometra) für 10 Minuten bei 65°C. Dabei denaturieren die Proben und 
der Random Hexamer Primer kann sich anlegen. Dann wird ein Master Mix zu 
den Proben hinzugefügt. Dieser besteht aus den folgenden Komponenten: 
 
Master Mix Pro Probe [µl] 
RT Puffer 4,0 
RNAse Inhibitor 0,5 
dNTP Mix 2,0 
Reverse Transkriptase 0,5 
 
Daraufhin wird folgendes Programm im Thermocycler abgespielt: 
10 Minuten bei 25°C 
60 Minuten bei 50°C 
5 Minuten bei 85°C 
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Anschließend wird die gewonnene cDNA 1:4 mit Wasser verdünnt. 
3.11.4 quantitative Echtzeit PCR 
In der quantitativen Echtzeit PCR werden am Ende jedes Zyklus die 
vorhandene Menge an doppelsträngiger DNA (dsDNA) gemessen. Nachdem 
die Primer an die cDNA gebunden haben und die dsDNA entsteht, interagiert 
der unspezifische Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green mit der dsDNA. Nach der 
Bindung an die dsDNA emitiert das SYBR® Green ein Fluoreszenz- Signal. So 
kann quantitativ anhand der Messung des Fluoreszenzsignals, das proportional 
zur Amplifikation der dsDNA steht, nach jedem Zyklus erfasst werden. 
 
Abb. 13: Quantitative Echtzeit PCR 
Amplifikation der cDNA und Anlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green.  
 
Für jede Probe wird folgender MasterMix verwendet: 
Master Mix für 1 Probe [µl] 
SYBR® Green 12,5 
Primer for 0,5 
Primer rev 0,5 
A. Dest. 9,5 
cDNA Probe 2,0 
 
 
Primer
cDNA 
dsDNA 
dsDNA mit angelagertem  
SYBR® Green 
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Die Auswertung erfolgte über die relative Quantifizierung. Dabei wird die 
relative Expression des zu untersuchenden Gens in ein Verhältnis zur 
Expression des Kontroll- Gens, dem sogenannten Housekeeping Gen, gesetzt. 
Das Housekeeping Gen wird in allen Proben nicht reguliert. Zur Berechnung 
wird die 2-∆∆CT Methode verwendet. Die Expression des Housekeeping Gens 
wird von der Expression des zu untersuchenden Gens subtrahiert: 
 
2-∆∆CT = ∆CT Target Gen - ∆CT Kontroll Gen 
3.12 Histologische/Immunhistologische Färbungen 
Nach Gewebeentnahme wurden alle Pankreasproben in 4% Para-Formaldehyd 
fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet.  
3.12.1 Hämatoxylin/Eosin (H/E) und Periodic Acid Schiff (PAS) Färbung 
Die Hämatoxylin/Eosin Färbungen sowie die PAS Färbungen wurden 
standardisiert in freundlicher Zusammenarbeit mit dem Institut für Pathologie 
des Uniklinikums Aachen durchgeführt.  
3.12.2 Weitere Färbungen 
Zunächst werden alle Schnitte für 30 Minuten bei 37°C im Inkubator erwärmt. 
Anschließend werden sie mithilfe von Xylol in 3 Läufen zu jeweils10 Minuten 
vom Paraffin entfernt. Es folgt die absteigende Alkoholreihe (2x 100%; 2x 96%; 
70% jeweils 5 Minuten) zur Rehydrierung der Schnitte. Nachdem die Schnitte 
im destillierten Wasser für 5 Minuten gewaschen wurden, werden sie zur 
Demaskierung für 30 Minuten in EDTA Puffer eingebracht, welcher im 
Wasserbad auf 98°C warmgehalten wird. Durch die Freilegung der Epitope ist 
eine Bindung durch Antikörper möglich [52]. Daraufhin lässt man sie für 20 
Minuten abkühlen, um sie dann für 10 Minuten im 3% Wasserstoffperoxid zu 
tränken, wodurch die endogene Peroxidase gehemmt wird. Nach dem Waschen 
im Waschpuffer (3x jeweils 5 Minuten) werden die Schnitte für 30 Minuten mit 
Normal- Serum bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Dabei 
werden folgende Normal- Seren für die jeweilige Färbung verwendet, die zur 
Blockierung unspezifischer Bindungen dienen: 
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Anschließend werden die Schnitte mit dem primären Antikörper in individueller 
Verdünnung zusammen mit einem Antikörperverdünnungspuffer versetzt und 
über Nacht bei 4°C gelagert. 
 
Färbung Antikörper Verdünnung 
Cleaved Caspase 3 1:750 
Ki 67 1:2000 
CD3 1:500 
pJNK 1:300 
pSTAT3 1:500 
pHistone H2AX 1:600 
 
Nachdem die Schnitte für 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert wurden und 
ein weiterer Waschgang erfolgte (3x jeweils 5 Minuten), werden die Schnitte für 
30 Minuten in einer Feuchtkammer mit dem sekundären Antikörper ImmPRESS 
HRP Anti-Rabbit Ig versetzt. Danach werden die Schnitte ein weiteres Mal mit 
Waschpuffer gewaschen (3x jeweils 5 Minuten) und Chromogenlösung 
Diaminobenzidin (DAB) hinzugefügt. Das Chromagen wird enzymatisch 
umgesetzt und schlägt in eine braune Farbe um. Anschließend wird das DAB in 
Aqua dest. (2x jeweils 3 Minuten) ausgewaschen. Daraufhin erfolgt die 
Gegenfärbung mit Hämalaun oder Hämatoxylin durch kurzes Eintunken und 
anschließender Bläuung unter laufenden lauwarmen Leitungswasser für 40 
Sekunden. Schließlich folgt die Dehydrierung durch die aufsteigende 
Alkoholreihe (70%; 2x 96%; 2x 100% jeweils 5 Minuten) und einem Xylolbad 
(3x jeweils 10 Minuten). Abschließend werden die Schnitte eingedeckt.  
Färbung Normal Serum 
Cleaved Caspase 3 4,0% Normal Horse Serum 
Ki 67 2,5% Normal Horse Serum 
CD3 7,5% Normal Horse Serum 
pJNK 5,0% Normal Goat Serum 
pSTAT3 5,0% Normal Horse Serum 
pHistone H2AX 5,0% Normal Horse Serum 
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3.12.3 Auszählung 
Für die Auszählung von positiven Zellen in immunhistochemischen Schnitten 
wurden pro Schnitt 10 Bilder randomisiert und systematisch per Mikroskop 
erfasst und manuell ausgezählt.  
3.13 Statistik 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit dem Programm 
“GraphPad Prism 5.01“ durchgeführt. Bei einer Normalverteilung der Werte 
wurde ein t-test durchgeführt, wenn dies nicht der Fall war, wurde ein Mann-
Whitney Test durchgeführt.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Die alleinige konditionelle Deletion von TAK1fl/fl im Pankreas führt 
nicht zur Entwicklung von PanIN Läsionen 
Um eine Aussage treffen zu können, ob TAK1fl/fl alleine bereits einen Einfluss 
auf die Entwicklung der PanIN Läsionen hat, wurde die alleinige Deletion von 
TAK1fl/fl in Mäusen analysiert.  
Dabei zeigte sich in der histologischen Untersuchung der PanIN Läsionen, dass 
in Hinblick der PanIN Läsionen kein Unterschied zwischen dem Wildtypen und 
der Mäusen mit konditioneller Deletion von TAK1fl/fl bestand. In beiden Mäusen 
waren unveränderte Langerhans Zellen und Azinuszellen zu sehen. Deutlich 
war dies in den prozentualen Angaben der vorhandenen PanIN Läsionen zu 
erkennen. In beiden Genotypen waren keine Läsionen zu sehen, somit war 
100% der Fläche mit PanIN 0 angegeben. 
 
 
Genotyp/PanIN 0 1 2 3 
WT 100 0 0 0 
Ptf1a
Cre/+
; TAK1
fl/fl 100 0 0 0 
 
Wir konzentrierten uns daher im nächsten Schritt auf den Vergleich von 
KrasG12D/+ zu KrasG12D/+ mit zusätzlicher konditioneller Deletion von TAK1fl/fl, da 
wir einen möglichen Zusammenhang zwischen Kras und TAK1 in der PanIN 
Entwicklung erwarteten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prozentuale Auswertung der PanIN Läsionen (18Wochen) 
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Abb. 14: Vergleich TAK1 f l / f l und Wildtyp 
A) Histologische Färbung in H/E von 9 und 18 Wochen alten Tieren zeigen keinen Unterschied 
zwischen dem Wildtypen und TAK1fl/fl Mäusen. B) Pathologische Auswertung zeigen in Wildtyp 
sowie in TAK1fl/fl Mäusen das Vorhandensein von PanIN 0 Läsionen. (n=6; ***p<0,001) 
 
4.2 Die konditionelle Deletion von TAK1 fl/fl in Kras G12D/+ hemmt die 
Entwicklung der PanIN Läsionen 
Zunächst wurde die konditionelle Aktivierung von KrasG12D/+ und die zusätzliche 
Deletion von TAK1fl/fl mittels der Polymerase Kettenreaktion und der Western 
Blot Analyse dargelegt. In Abbildung 15 ist zu sehen, dass im Wildtyp keine 
Aktivierung des KrasG12D/+ Gens erfolgte. Dies war in der fehlenden Markierung 
in der DNA Sequenz bei 1lox zu erkennen.  
Im Gegensatz dazu erfolgte die konditionelle Aktivierung in den jeweiligen 
KrasG12D/+ Tieren durch das Cre-Lox System und die DNA Sequenz konnte in 
der PCR Analyse aufgezeigt werden. 
 
B *** *** 
PanIN 0 
A 
0 
50 
100 
150 
9 Wochen 18 Wochen 
%
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Abb. 15: PCR Analyse 
PCR Analyse zeigt die konditionelle Aktivierung von KrasG12D/+ in KrasG12D/+ Mäusen und 
KrasG12D/+ /TAK1fl/fl Mäusen. 
 
Abbildung 16 verdeutlicht die TAK1fl/fl Deletion mittels Western Blot Analyse. 
Hier war zu erkennen, dass in KrasG12D/+/TAK1fl/fl kein TAK1 Protein 
nachzuweisen war. In KrasG12D/+ war wie im Wildtyp noch eine Aktivität 
aufzuweisen. Hierbei war im Wildtyp ein etwas höherer Proteinanteil von TAK1 
zu sehen.  
 
Abb. 16: Western Blot 
Western Blot Analyse zeigt die Deletion von TAK1
 fl/fl in KrasG12D/+ Mäusen. 
 
WT 
1lox 
600 
600 
Ptf1acre/+ 
 
70 
kDa 
34 
TAK1fl/fl 
GAPDH 
Ptf1acre/+ 
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Durch die vorausgegangenen Untersuchungen konnte die Deletion auf DNA 
Ebene nachgewiesen werden.  
Die makroskopische Untersuchung zeigte keine erkennbaren Differenzen des 
Pankreas zwischen dem Wildtyp und den anderen Genotypen. Es konnten 
lediglich derbe Strukturen in KrasG12D/+ festgestellt werden. 
 
Abb. 17: Makroskopische Aufnahme 
Makroskopische Aufnahme von 18 und 30 Wochen Pankreas zeigen keine deutlichen 
makroskopischen Unterschiede.  
 
Daraufhin wurden vorerst Übersichtsfärbungen mit Hämatoxylin-Eosin 
durchgeführt. Im Vergleich zum Wildtyp zeigten sich in den histologischen 
Schnitten der KrasG12D/+ Mäuse deutlich mehr kuboidförmige Zellen im 
aufgelockerten, umgebenden Gewebe. Die pathologische Analyse hinsichtlich 
der Stadien der Läsionen zeigte: KrasG12D/+ wies einen größeren Anteil an 
höhergradigen PanIN Läsionen auf als Mäuse mit zusätzlicher konditioneller 
Deletion von TAK1fl/fl. Die Resultate in Prozent wurden in der untenstehenden 
Tabelle zusammengefasst. Deutlich wird hierbei, dass in TAK1 deletierten 
Mäusen signifikant weniger PanIN Läsionen vom Typ1-3 vorhanden sind. 
Insbesondere im Alter von 18 Wochen und 30-52 Wochen bestand ein 
Unterschied zu KrasG12D/+ Mäusen bei p<0,001 und p<0,01. Bereits ab der 
neunten Woche konnten erste pankreatische intraepitheliale Neoplasien 
erkannt werden, jedoch ohne eindeutige Signifikanz verglichen mit KrasG12D/+ 
(p=0,572). KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse wiesen eine eindeutigere Ähnlichkeit zum 
Ptf1a
cre/+
 
WT Kras
G12D/+
 Kras
G12D/+
/ TAK1
fl/fl
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Wildtyp auf. Es stellten sich mehr flache, zylinderförmige Zellen dar. Das 
Gewebe war im Vergleich zu KrasG12D/+ weniger aufgelockert und es waren 
zudem histologisch unveränderte Langerhans Inseln vorhanden. Abbildung 18 
verdeutlicht die Unterschiede visuell in den unterschiedlichen Altersklassen. 
 
 
  
Genotyp/PanIN 0 1 2 3 
WT 100 0 0 0 
Ptf1a
Cre/+
; Kras
G12D/+ 7,67 80 4 8,33 
Ptf1a
Cre/+
; Kras
G12D/+
; TAK1
fl/fl 94,17 5,83 0 0 
Mäuse Total 6 
Prozentuale Darstellung der PanIN Läsionen in 18 Wochen Mäusen 
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Abb. 18: Hämatoxylin/Eosin Färbung 
Prozentuale Auswertung der PanIN Läsionen. Histologische Darstellung in 10facher 
Vergrößerung von 9-52 Wochen alten Tieren.   
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Abb. 19: Prozentuale Auswertung 
Prozentuale Angaben der Läsionen PanIN 1-3 in 9-52 Wochen Mäusen. Deutlich weniger 
PanIN Läsionen in KrasG12D/+ /TAK1fl/fl vorhanden. (n=6; **p<0,01; ***p<0,001) 
 
KrasG12D/+ Mäuse weisen vermehrt pankreatische intraepitheliale Neoplasien auf 
als KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse (Abbildung 19).  
4.3 Serologische Analyse zur Quantifizierung der restlichen 
Pankreasfunktion 
Die PanIN Läsionen führen zu einer Einschränkung der Pankreasfunktion. Um 
darzustellen wie stark die Pankreasfunktion durch die PanIN Läsionen begrenzt 
ist, wurden laborchemische Analysen bezüglich der Serumkonzentration von 
Amylase, Lipase und Glukose durchgeführt. Es zeigte sich, dass 18 Wochen 
alte KrasG12D/+ Mäuse signifikant geringere Konzentrationen von Amylase sowie 
Lipase im Vergleich zu gleichaltrigen KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäusen aufwiesen 
(Abb. 20, A/B). Die Amylase Werte der 18 Wochen sowie 30-52 Wochen alten 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse hingegen ähnelten denen des Wildtyps wie Abbildung 
20, A verdeutlicht. Auch die Glukose Werte unterschieden sich zwischen dem 
Wildtyp und KrasG12D/+/TAK1fl/fl kaum (Abb. 20, C). Dreifach erhöhte Werte der 
Lipase würden auf eine Pankreatitis hindeuten [7]. Die hier durchgeführte 
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laborchemische Quantifizierung deutete jedoch daraufhin, dass der exokrine 
Teil des Pankreas in KrasG12D/+/TAK1fl/fl sowie KrasG12D/+ keine wesentlichen 
Einschränkungen aufwies. 
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Abb. 20: Serologische Auswertung 
A) Serologische Untersuchung von Amylase bei 9-52 Wochen alten Tieren. 18 Wochen alte 
KrasG12D/+ Mäuse weisen eine signifikante Reduktion von Amylase als KrasG12D/+ /TAK1fl/fl vor 
(*p<0,05, n=6-15). B) Serologische Untersuchung von Lipase bei 9-52 Wochen alten Tieren. 18 
Wochen alte KrasG12D/+ Mäuse zeigen eine Reduktion der Lipase Werte. (*p<0,05, n=6-15) C) 
Serologische Untersuchung von Glukose bei 9-52 Wochen alten Tieren. 30-52 Wochen alte 
KrasG12D/+ Mäuse weisen eine deutliche Reduktion von Glukose im Blut auf. (*p<0,05, n=6-15) 
Amylase [U/L] 
* 
9 Wochen  18 Wochen 
A 
* 
C 
30-52 Wochen 
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4.4 Immunhistochemische Färbungen zur Analyse von Apoptose und 
Proliferation im Pankreas 
Zunächst wurde der Proliferationsmarker Ki67 angefärbt. Es zeigte sich eine 
signifikant höhere Anzahl von positiv angefärbten Zellen in den KrasG12D/+ 
Mäusen im Vergleich zu KrasG12D/+ /TAK1fl/fl Mäusen. Dies deutet daraufhin, 
dass TAK1fl/fl eine wichtige Rolle in der Zellproliferation spielt. Eine Deletion des 
TAK1fl/fl , wie in diesem Fall bei KrasG12D/+ /TAK1fl/fl ,führt zur Unterbrechung der 
Zellproliferation im Signalweg.  
Der NF-κB Signalweg führt zur Aktivierung von cleaved Caspase 3. Durch die 
Anfärbung von cleaved Caspase 3 wurden apoptotische Zellen markiert. Auch 
hier waren signifikant (**p<0,01) weniger apoptotische Zellen in 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl als in KrasG12D/+ Mäusen. Der NF-κB Signalweg kann 
demnach durch das Fehlen von TAK1 nicht aktiviert werden. 
In der Quantifizierung der histochemischen Färbungen von CD3, Phospho 
STAT3 und Phospho JNK zeigten sich ähnliche Bilder. KrasG12D/+ /TAK1fl/fl zeigte 
deutlich weniger positiv angefärbte Zellen als KrasG12D/+ und wies eher 
Ähnlichkeiten zum Wildtyp auf.  
CD3 positiv angefärbte Zellen ließen auf T-Zellen und einer lymphozytären 
Infiltration schließen. Es zeigte sich, dass keine Immunantwort durch die 
Deletion von TAK1 erfolgen konnte.  
Phospho STAT3 deutete auf Zellen hin, die diverse proliferative und 
antiapoptotische Gene hochregulieren [53].  
Phospho JNK induziert die Apoptose und aktiviert über Cyclin D1 die 
Zellproliferation [54]. Zudem agiert dieser als wichtiger Regulator im MAPK 
Signalweg. Hier wurde deutlich, dass auch dieser Signalweg durch die Deletion 
von TAK1 beeinflusst wurde.  
In all diesen Bereichen unterdrückte die Deletion von TAK1 die eigentlichen 
Vorgänge in Kras Mäusen. Es wurde deutlich, wie wichtig und breit gefächert 
TAK1 im Kras Signalweg agiert. 
Phospho Histone H2AX zeigte zerstörte DNA an. KrasG12D/+ präsentierte sich 
mit einer erhöhten Anzahl von apoptotischen [55], proliferativen sowie DNA 
zerstörten Zellen. Im Gegensatz dazu zeigte die zusätzliche Deletion von 
TAK1fl/fl in den immunhistochemischen Färbungen deutlich weniger dieser 
Zellen an. Die größte Signifikanz (***p<0,001) zwischen KrasG12D/+ und 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl wiesen Phospho STAT3 und Phospho JNK auf. Abbildung 21 
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und 22 zeigt die immunhistochemischen Färbungen und verdeutlicht den 
Einfluss von TAK1. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Auswertung Färbungen 
Immunhistochemische Färbungen auf Paraffinschnitten von 18 Wochen altem 
Pankreas und Quantifizierung der positiv angefärbten Zellen, die mit Pfeilen 
markiert sind. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n=5)   
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Abb. 22: Auswertung Färbungen 
Immunhistochemische Färbungen auf Paraffinschnitten von 18 Wochen altem Pankreas und 
Quantifizierung der positiv angefärbten Zellen, die mit Pfeilen markiert sind. (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001; n=5)  
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4.5 Western Blot Analysen führten zu keinem Ergebnis 
 
 
Abb. 23: Western Blot 
Western Blot Analyse von 9 Wochen alten Mäusen. Mit Pfeilen markierte Stellen: degenerierte 
Proben. 
 
Die Western Blot Analysen gestalteten sich problematisch. Das Pankreas hatte 
eine instabile Konsistenz und die Proben degenerierten frühzeitig. Wie in 
Abbildung 23 und 24 zu sehen, konnte dadurch eine mögliche Analyse auf 
Western Blot Ebene kaum durchgeführt werden. Wichtige Proteine wie IκB oder 
auch Cyclin D1, die im NF-κB Signalweg und im Zellzyklus eine Rolle spielen, 
konnten auf dieser Weise nicht untersucht werden. Die Kontrollprobe GAPDH 
zeigte in allen Proben Unregelmäßigkeiten im Gehalt auf. Diese sollte in jeder 
Probe möglichst gleich sein, um die weiteren Proteine untereinander 
vergleichen zu können. Daher wurden die Western Blot Analysen in dieser 
Arbeit nicht in die Auswertung mit einbezogen. 
pp65 
WT 
KrasG12D/+, 
TAK1fl/fl KrasG12D/+ TAK1fl/fl 
p65/RelA 
Ib alpha 
Cyclin D1 
GAPDH 
GAPDH 
PCNA 
GAPDH 
pIb alpha 
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Abb. 24: Western Blot 
Western Blot Analyse von 9 Wochen alten Mäusen. 
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4.6 Kein signifikanter Unterschied für TNF-α in KrasG12D/+TAK1f/fl zu 
KrasG12D/+ 
 
Abb. 25: Quantitative Real Time Analyse 
Analyse von 9 Wochen alten Mäusen. KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse zeigen eine deutliche 
Reduktion (p=0,053) von Interleukin 6 zu KrasG12D/+ Mäusen. (n=6) 
 
Im nächsten Schritt war das Ziel zu zeigen, welche Liganden eine wichtige 
Rolle in den einzelnen Genotypen spielen. Abbildung 25 zeigt die relativen 
mRNA Expressionen von 9 Wochen alten Mäusen. In Abbildung 26 sind die 
Werte von 18 Wochen alten Mäusen dargestellt. Überraschenderweise zeigte 
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LTalpha 
TNF-α keinen signifikanten Unterschied, obwohl dieser ein wichtiger Ligand im 
NF-κB Signalweg darstellt. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass durch 
Kras TNF-α rekrutiert wird. 
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Abb. 26: Quantitative Real Time Analyse  
Analyse von 18 Wochen alten Mäusen. (*p<0,05; **p<0,01; n=5) 
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Deutliche Unterschiede zwischen KrasG12D/+ und KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäusen 
waren in den 9 Wochen alten und 18 Wochen alten Mäusen nicht nachweisbar. 
Es zeigte sich jedoch eine eher rückläufige Tendenz in den KrasG12D/+/TAK1fl/fl 
Tieren verglichen mit KrasG12D/+. Wichtige Zytokine wie Interleukin 6, 
Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL2), Chemokine (C-X-C motif) Ligand 1 
(CXCL1) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF alpha) fanden sich in geringeren 
Mengen in KrasG12D/+/TAK1fl/fl auch wenn die Unterschiede zu den Kras Mäusen 
keine Signifikanz von *p<0,05 aufwiesen. Dies unterstreicht die Hypothese, 
dass TAK1 eine zentrale Rolle in der Inflammation spielt. 
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5 Diskussion 
Das Pankreas ist ein komplexes Organ, welches wichtige Hormonkreisläufe und 
Verdauungsvorgänge regelt.  
Das Pankreaskarzinom gehört zu den häufigsten Krebstodesursachen in 
Deutschland. Einer der führenden letalen Formen des Pankreaskarzinoms ist 
das duktale Adenokarzinom (PDAC). Aktuell liegt keine Frühdiagnostik vor und 
auch wenn die Erkrankung frühzeitig erkannt wird, ist nach Abschluss der 
Therapie die Überlebenswahrscheinlichkeit gering [56].  
Das Ziel ist es, diese Karzinome frühzeitig zu erkennen und möglichst gezielt zu 
therapieren. Dafür ist es unabdingbar die molekularen Mechanismen der 
Karzinomentstehung zu erforschen und zu verstehen, da nur so eine 
erfolgsversprechende Therapie möglich wird.  
 
Eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielt das Ras Gen. In 95% der Fälle 
ist dieses Gen mutiert und führt zur Daueraktivierung von wichtigen 
Signalkaskaden [57]. Insbesondere in pankreatischen intraepithelialen 
Neoplasien ist Kras vorzufinden [58]. Das Onkogen Kras spielt hierbei nicht nur 
eine Rolle in der PDAC Entstehung, sondern auch in der Erhaltung des Tumors 
durch metabolische Regulationen [59]. 
 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine zusätzliche konditionelle Deletion des 
Gens TAK1 bei bereits konstitutiv aktiviertem Kras dazu führt, dass 
Vorgängerläsionen des Pankreaskarzinoms, so genannte pankreatische 
intraepitheliale Neoplasien, nicht oder nur vereinzelt auftreten. Dies deutet auf 
eine wichtige Rolle des TAK1 Gens in der Karzinomentstehung des Pankreas 
hin. Im Folgenden werden die molekulargenetischen Mechanismen genauer 
betrachtet. 
5.1 Welche Bedeutung haben die serologischen Werte?   
Amylase und Lipase sind wichtige Parameter in der Diagnose der akuten 
Pankreatitis. Sie werden von den Azinuszellen des Pankreas sezerniert. Eine 
siebenfache Erhöhung von Amylase über der Norm spricht für eine Pankreatitis. 
Sie kann jedoch bei einer chronischen Pankreasinsuffizienz erniedrigt bis 
normal sein [60]. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die Amylase 
Werte in 18 Wochen alten KrasG12D/+ Mäusen im Gegensatz zum Wildtyp 
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erniedrigt sind. Die Werte der KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse hingegen verhalten sich 
ähnlich zum Wildtyp. Die Wildtyp Mäuse haben nachweislich einen normal 
funktionierenden Pankreas. Da sich die KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse sich dem 
Wildtyp in den Amylase Werten ähneln, kann man davon ausgehen, dass auch 
hier eine normale Pankreasfunktion ohne Entzündungsprozesse vorliegt. Eine 
chronische Pankreasinsuffizienz kann hier eher ausgeschlossen werden, da 
sich in den weiteren serologischen Parametern wie Lipase und Glukose keinen 
Hinweis darauf zeigt. Die KrasG12D/+ Mäuse hingegen, die erniedrigte Werte 
vorweisen, scheinen an einer chronischen Pankreasinsuffizienz zu erkranken 
[61].  
 
Lipase hat eine weitaus höhere Spezifität und Sensitivität in der Diagnostik der 
akuten Pankreatitis [61, 62]. In 9 Wochen alten KrasG12D/+ und 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäusen sind die Lipase Werte ähnlich und deutlich erhöht im 
Gegensatz zum Wildtyp. Im Verlauf kommt es zunächst zu einer Erniedrigung 
bzw. Erhöhung der Lipase Werte in KrasG12D/+ bzw. KrasG12D/+/TAK1fl/fl Tieren. In 
den 18 Wochen alten KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäusen kann diese Erhöhung der 
Werte auf eine Pankreatitis hinweisen. Nach 30-52 Wochen zeigen sich wieder 
ähnliche Werte, vergleichbar mit dem Wildtyp. Amylase als auch Lipase zeigen 
keinen eindeutigen Hinweis auf eine Pankreatitis. Zudem belegen einige 
Studien, dass Pankreasenzyme in der Tumordiagnostik nicht relevant sind[63]. 
Sie können erhöht, erniedrigt oder auch normal sein und sind daher in der 
Diagnose des PDAC nicht verlässlich verwendbar [64]. 
 
Die Glukosehämostase wird durch die endokrine Pankreasfunktion reguliert. 
Die Ausschüttung von Insulin bewirkt die Reduzierung der Glukose Werte im 
Serum. Anhand der Glukose Werte kann man Aufschluss über die endokrine 
Funktion erhalten. 9 sowie 18 Wochen alte Mäuse zeigen untereinander keine 
signifikanten Differenzen der Glukose Werte auf. 30-52 Wochen alte KrasG12D/+ 
Mäuse zeigen jedoch eine deutliche Erniedrigung der Glukose Werte. Die 
Werte der KrasG12D/+/TAK1fl/fl und des Wildtyps gleichen sich. Dies deutet darauf 
hin, dass die Glukosehämostase in KrasG12D/+/TAK1fl/fl nicht wesentlich 
beeinträchtigt ist.  
Die herabgesetzten Glukose Werte in KrasG12D/+ sind auf die Neoplasien 
zurückzuführen. Die Neoplasien, in diesem Fall die pankreatischen 
 57 Diskussion 
intraepithelialen Läsionen, verbrauchen letztendlich vermehrt Glukose [65]. 
Zudem ist die Expression von Glukosetransporter in PDAC gesteigert, welches 
die verminderten Glukosewerte ebenfalls erklären könnten [66, 67]. Die 
gesteigerte Expression der Transporter ist an den Grad der PanIN gekoppelt: 
Höhergradige Läsionen haben eine wesentlich höhere Anzahl an 
Glukosetransportern [68]. Im Umkehrschluss kann man daraus interpretieren, 
dass in KrasG12D/+/TAK1fl/fl Tieren kaum Glukose verbraucht wird und die Werte 
daher denen des Wildtyps ähneln. Zudem sind in KrasG12D/+/TAK1fl/fl kaum 
pankreatische intraepitheliale Neoplasien vorhanden und entsprechend ist auch 
der Glukoseverbrauch nicht erhöht.  
5.2 Keine Expression der nachgeschalteten Proteine bei Inaktivierung 
von TAK1  
Das Ras Gen ist ein wichtiger Faktor in der Proliferation und Apoptose von 
Zellen. Eine konstitutive Aktivierung dieses Gens führt zur dauerhaften 
Signalübertragung mit entsprechender Zellantwort [16]. In allen Färbungen 
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den KrasG12D/+ und 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäusen. KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse wiesen in allen Markern 
deutlich weniger positive Zellen auf als KrasG12D/+ Mäusen, wie die Abbildungen 
21 und 22 vorhergehend bereits verdeutlichte. 
Um differenzieren zu können, ob es sich bei der Zellantwort im Pankreas von 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl um Inflammation, Apoptose oder Proliferation handelt, 
wurden Marker wie Ki-67, cleaved Caspase 3 oder auch phosphoryliertes 
STAT3 immunhistochemisch angefärbt. 
Der Kras Signalweg führt zu einer unkontrollierten Proliferation der Tumorzellen 
[69]. Dies wird deutlich in den Färbungen von Ki-67, pJNK und pSTAT3 (Abb. 
21/22). KrasG12D/+ Mäuse zeigen eine hohe Anzahl an proliferativ aktiven Zellen. 
Diese sind in KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse hingegen kaum nachzuweisen, was auf 
wenige Tumorzellen und somit auch kaum Neoplasien hindeutet. Der 
Signalweg, der die Proliferation steuert, wird durch eine Deletion des TAK1 
Gens inhibiert. 
Der inflammatorische Prozess wird durch die Infiltration von verschiedenen 
Zellen angezeigt. Eine lymphozytäre Infiltration wird durch CD3+ T-Zellen 
deutlich [70]. In Abbildung 21 wird deutlich, dass in der immunhistochemischen 
Färbung KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäuse eine signifikant geringere Infiltration durch 
CD3+ T-Zellen als KrasG12D/+ Mäuse vorweisen. Auch in der Real Time Analyse 
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zeigte sich eine Inflammation in den KrasG12D/+ Mäusen jedoch weniger in 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl. Im Rahmen einer Pankreatitis werden entzündliche 
Prozesse in Gang gesetzt [71]. Durch die anschließende Aktivierung von NF-κB 
werden Chemokine unter anderem Interleukin 6 [72], CXCL1 [73], CXCL2 [74], 
CCL2 [75], TNF alpha [76] ausgeschüttet [77]. Dieser Mechanismus wird auch 
im Fall einer Karzinogenese durch Kras stimuliert. Ling et. al. verdeutlichten 
mittels Deletion von IKKβ, welches neben TAK1 ein wichtiger Faktor zur 
Aktivierung von NF-κB ist, dass Kras zur Stimulation von NF-κB führt und es 
somit zu einer Inflammation kommt [50, 78]. Die Real Time Analyse, 
verdeutlicht, wie in den Abbildungen 25 und 26 bestätigt, die niedrige Anzahl 
der genannten Chemokine in KrasG12D/+/TAK1fl/fl. Tieren. 
RANK stimuliert einen Komplex, zu dem auch TAK1 gehört, welcher letztendlich 
NF-κB aktiviert. Der Rezeptor Aktivator vom NF-κB Ligand (RANKL) aktiviert 
über IKK den Nuklear Faktor κB [79]. Die Real Time Analyse zeigt hier lediglich 
eine Tendenz in KrasG12D/+/TAK1fl/fl Mäusen. Es kann jedoch nicht mit 
abschließender Sicherheit bestätigt werden, ob auch im Rahmen der 
RANK/RANKL Interaktion die Inflammation gehemmt wird. Auch weitere 
Chemokine wie CCL8, CXCL10 und Cyclin D1, welches in der Regulation des 
Zellzyklus mitwirkten, zeigen keine signifikanten Unterschiede von KrasG12D/+ zu 
KrasG12D/+/TAK1fl/fl. 
Auch STAT3 ist ein wichtiges Protein in der Inflammation. Ein Verlust von 
STAT3 im Kras Mausmodell verzögert die Entwicklung von PanIN [80]. So zeigt 
sich in dieser Arbeit bei Deletion von TAK1 ein STAT3 Verlust. Es ist keine 
Inflammation nachweisbar, jedoch kommt es zur starken Inhibition der 
Entwicklung von PanIN, wie Abbildung 22 verdeutlicht.  
Kras aktiviert jedoch nicht nur die Proliferation und die inflammatorischen 
Prozesse in der Tumorentwicklung, sondern auch die Apoptose. 
pH2AX ist an den Enden von zerstörter dsDNA phosphoryliert und zeigt DNA 
Schäden an [55]. Somit weist pH2AX auf Apoptose hin. Die Färbung bestätigte 
bereits den Verdacht, dass die Deletion von TAK1 in KrasG12D/+ auch den 
apoptotischen Signalweg inhibiert. Auch die immunhistochemische Anfärbung 
von cleaved Caspase 3, welches apoptotische Zellen anzeigt, deutet auf eine 
signifikante Inhibierung der Apoptose hin. Die Aktivierung von Caspase 3 stellt 
den Startpunkt in der Apoptose Kaskade dar, weil durch sie wiederum weitere 
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Caspasen aktiviert werden [81]. Kras hat demnach nicht nur eine apoptotische 
sondern auch eine anti-apoptotische Funktion [19]. 
Zusammenfassend lässt sich anhand der durchgeführten Experimente zeigen, 
dass durch die konditionelle Deletion von TAK1 in KrasG12D/+ Mäusen der 
apoptotische, inflammatorische und der proliferative Signalweg von 
möglicherweise NF-κB unterdrückt wird.  
5.3 NF-κB unabhängiger Signalweg  
In Zusammenschau der Ergebnisse spielt NF-κB eine zentrale Rolle in der 
Tumorentstehung des Pankreas. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird 
NF-κB über den IKK Komplex aktiviert. Dabei fungiert der Faktor als 
Tumorpromoter. Studien zeigten jedoch auch, dass NF-κB ebenfalls als 
Tumorsuppressor agieren kann. Ein Beispiel hierfür ist die Deletion von IKKβ in 
der Leber, die zur Tumorentstehung führt [82]. Die genauen molekularen 
Mechanismen mittels derer NF-κB diese gegensätzlichen Effekte induziert, ist 
allerdings noch weitestgehend unklar [83].  
Die Komponenten IKKβ und NEMO des IKK Komplexes agieren als 
Tumorpromoter [50, 84, 85]. Es ist jedoch unklar, ob die Tumorentstehung allein 
über den IKK/NF-κB Signalweg erfolgt [86]. Dies wird deutlich in der Deletion 
von IKKβ und NEMO in Kras induzierten Mäusen. Durch die Deletion wird die 
Karzinomentstehung im Pankreas zwar unterdrückt, allerdings nicht über den 
NF-κB Signalweg, sondern über verlinkte Signalwege wie NOTCH oder IL1/p62 
[50, 84, 85]. Lesina et al. konnten zeigen, dass die NF-κB Untereinheit RelA 
überraschenderweise als Tumorsuppressor fungiert [83]. Aufgrund dieser 
Beobachtung steht offen, ob wirklich NF-κB der zentrale Tumorpromoter in der 
Pankreaskarzinomentstehung ist oder doch wie Lesina et al. zeigen konnten, 
ein Cross Talk zu anderen Proteinen über den IKK Komplex ursächlich ist. 
Studien deuten darauf hin, dass der IKK Komplex unabhängig vom NF-κB 
Signalweg wichtige Zellfunktionen wie den Zelltod beeinflusst [87, 88]. Eine 
Möglichkeit des NF-κB unabhängigen Signalweges könnte der Weg über die 
Receptor-Interacting Protein Kinase 1 (RIPK1) sein. In der Leber konnte 
festgestellt werden, dass IKKα und IKKβ über RIPK1 verschiedenste 
Signalwege kontrolliert, darunter auch die, welche für Hepatokarzinogenese, die 
intrahepatische Nekrosebildung und die Cholestase verantwortlich sind [89].  
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5.4 TAK1 ist essenziell in der Kras abhängigen PDAC Entwicklung 
Der genaue Zusammenhang zwischen den Signalwegen von Kras und TAK1 ist 
noch weitreichend unerforscht. Bang et al. wiesen eine Verbindung zwischen 
Kras und TAK1 nach. Über GSK-3α stabilisiert Kras TAK1 und aktiviert somit 
NF-κB im Pankreaskarzinom [90]. Auch im Kolorektalem Karzinom aktiviert das 
mutierte Kras TAK1 und führt so zur Progression des Karzinoms [91]. 
In der vorliegenden Arbeit geht deutlich hervor, wie wichtig TAK1 in der 
Karzinomentstehung des Pankreas ist.  
Durch eine konstitutive Aktivierung von Nuklear Faktor κB (NF-κB) kommt es 
zur Entwicklung von PDAC [50]. Durch die Deletion von TAK1 kann es nicht zu 
einer Karzinogenese des Pankreas kommen, auch wenn eine Kras Mutation 
vorliegt. 
5.5 TAK1 Deletion in weiteren Organen 
Wie bereits beschrieben, ist TAK1 ein bedeutender Signalvermittler in 
verschiedenen Signalwegen. Daher hat eine Deletion in zahlreichen Organen 
eine große Auswirkung.  
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Deletion von TAK1 den Zelltod der 
Nervenzellen bei zerebraler Ischämie verhindert [92].  
In der Niere reduziert die Deletion renale Inflammation und Fibrosierung. Es 
kann keine Weiterleitung an JNK, p38 und NF-κB erfolgen, die letztlich für diese 
Komplikationen verantwortlich sind [93]. 
Eine Folge des arteriellen Blutdrucks ist die kardiale Hypertrophie, die 
letztendlich zu einem Herzversagen führen kann. Bei einer kardialen 
Hypertrophie wird Angiotensin II freigesetzt. Angiotensin II wiederum führt zu 
einer erhöhten Expression von TGF-ß1, welches TAK1 aktiviert. Watkins et al. 
konnten nachweisen, dass eine Angiotensin II induzierte kardiale Hypertrophie 
durch TAK1 vermittelt wird. Anders gesehen: Bei einer Deletion von TAK1 
können die durch Angiotensin II induzierten Veränderungen nicht erfolgen [94]. 
Ein weiteres Beispiel zeigt sich im Kolonkarzinom, wo eine häufige Mutation 
von Kras besteht. Diese stimuliert das knochenmorphogenetische Protein 7 
(BMP7), was zu einer Aktivierung von TAK1 führt [95]. TAK1 aktiviert 
anschließend den Wingless Int-1 (Wnt) Signalweg [96]. Eine Deletion wiederum 
scheint für die Metastasierung des Kolonkarzinoms von Bedeutung zu sein. 
Durch Deletion wird die Migration von Metastasen in die Lunge unterdrückt, da 
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JNK, p38 und somit das Aktivator Protein 1 (AP1) nicht aktiv werden können 
[97].  
Auch bei Brustkrebs reduziert sich nach Deletion nicht nur die Formierung von 
Lungenmetastasen, es wird zusätzlich eine Reduktion des Tumorwachstums 
induziert [98]. 
5.6 TAK1 Deletion führt in der Leber zum Hepatozellulärem Karzinom 
In vielen Organen so auch im Pankreas fungiert TAK1 als Tumorpromoter. 
Durch die Deletion können viele negative Konsequenzen des NF-κB 
Signalweges und des MAPK Signalweges verhindert werden. Eine 
Sonderstellung nimmt hierbei die Leber ein. 
Welche genaue Rolle der NF-κB Signalweg in der Hepatokarzinogenese 
beinhaltet, ist noch weitestgehend unklar [99]. Maeda et. al konnten allerdings 
zeigen, dass eine Inhibierung des NF-κB Signalweges durch die Deletion der 
Untereinheit IKKβ des IKK Komplexes zur Karzinombildung in der Leber führt 
[82]. Eine Deletion der Untereinheit NEMO führt ebenfalls nach 12 Monaten zur 
spontanen Hepatokarzinogenese [100]. NEMO agiert sonst als 
Tumorsuppressor.  
Basierend darauf scheint es wenig erstaunlich, dass in der Leber eine TAK1 
Deletion zum hepatozellulären Karzinom führt. Zudem zeigt sich in der 
Abwesenheit von TAK1, dass sich das Verhalten von NEMO verändert. NEMO 
wird auf diesem Weg zum Tumorpromoter und aktiviert womöglich den MAPK 
Signalweg [101]. Zusammengenommen deutet die Aktivierung des NF-κB 
Signalweges in der Leber auf eine tumorunterdrückende Funktion hin. 
Im Pankreaskarzinom konnte eine gegenteilige Funktion festgestellt werden. 
Dort zeigte sich bei einer NF-κB Aktivierung eine Inhibierung der Apoptose in 
den Krebszellen [102]. Zudem zeigte sich eine konstitutive Aktivierung von NF-
κB im Pankreaskarzinom [103]. 
Die entgegengesetzten Funktionen in beiden Tumoren ist folgerichtig auch in 
der TAK1 Deletion zu erkennen. Im Pankreas agiert es als Tumorpromoter, in 
der Leber funktioniert dieser als Tumorsuppressor. 
5.7 Target Therapie 
Um den Pankreastumor gezielt therapeutisch angreifen zu können, werden 
verschiedene Ansätze verfolgt. 
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In den vergangenen Jahren wurde zunächst die Inhibierung von Kras 
unternommen. Diese Versuche endeten jedoch frustran [21].  
Da im Adenokarzinom des Pankreas NF-κB konstitutiv eingeschaltet ist [104], 
wurde auch NF-κB als Ziel einer Target Therapie in Erwägung gezogen. Viele 
der vorhandenen Inhibitoren sind allerdings nicht spezifisch für NF-κB, wie 
beispielsweise Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) oder auch 
Glukokortikoide. Bekannte spezifischere Inhibitoren greifen in der 
Signalkaskade von NF-κB an. So wurden IKK Inhibitoren entwickelt, die auf 
diesem Weg die Aktivierung von NF-κB unterbrechen [105]. Alternativ ist es 
therapeutisch noch möglich die Degradierung von IκB zu verhindern. Durch die 
Degradierung von IκB kann NF-κB freigesetzt werden, welches durch die 
Inhibierung verhindert werden kann [106]. Letztendlich sind jedoch nur wenige 
Medikamente in der gezielten Pankreaskarzinom Therapie im Einsatz [107].  
In dieser Arbeit zeigt sich ein wesentlicher Zusammenhang von TAK1 zu NF-κB 
Es stellte sich heraus, dass eine in vivo Deletion von TAK1 im Rahmen eines 
Tumorgeschehens NF-κB inhibieren kann. Daher ist die logische Konsequenz, 
dass auch TAK1 in der Target Therapie sicherlich eine wesentliche Rolle 
spielen kann. Es ist bereits bekannt, dass eine Überexpression der inaktiven 
Form von TAK1 in vitro zu einer Inhibierung von NF-κB führt [26]. Deutlich wird 
auch in einer Studie von Melisi et al. wie wichtig TAK1 für die Chemoresistenz 
des Pankreastumors ist, da eine Inhibierung von TAK1 sich in einer geringeren 
Chemoresistenz wiederspiegelt.  
LYTAK1 ist der erste TAK1 selektive Kinase Inhibitor [78]. In anderen Tumoren, 
wie zum Beispiel im Bronchialkarzinom, zeigte sich, dass eine TAK1 Inhibierung 
in Verbindung mit einer Chemotherapie die Apoptose der Tumorzellen 
potenziert [108]. Die TAK1 Inhibierung kann jedoch auch zu Komplikationen 
führen: In der Leber resultiert die TAK1 Deletion in einer frühen spontanen 
Apoptose der Hepatozyten. Dies führt zu einer Leberentzündung, welches 
letztlich in einer Karzinogenese der Leber mündet [101]. Die mögliche 
Hepatotoxizität dieser Therapie sollte daher möglichst berücksichtigt werden. 
Ebenfalls gilt es zu beachten, dass LYTAK1 nur in Zusammenwirkung mit einer 
Chemotherapie ihre volle Wirkung entfalten kann [78]. 
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In der Gesamtschau betrachtet, ist die Target Therapie für eine Behandlung des 
Pankreaskarzinoms alleine gesehen nicht ausreichend. Es sollte möglichst in 
der Kombination mit Chemotherapeutika eingesetzt werden. 
5.8 Ausblick 
Obwohl in den letzten Jahren größte Erfolge in der Erforschung des 
Pankreaskarzinoms erbracht wurden, wie zum Beispiel in der Target Therapie, 
ist das Outcome nach wie vor gering [109]. Aktuell ist die chirurgische 
Resektion die einzig potentiell kurative Therapieoption [110]. Deshalb besteht 
die Notwendigkeit einer zielgerichteten Therapie, welche jedoch nur durch ein 
besseres Verständnis der molekulargenetischen Mechanismen des 
Pankreaskarzinoms ermöglicht werden kann.  
Diese Arbeit stellt einen Beitrag zu dieser Grundlagen Forschung dar. Die 
vorliegenden Daten und Untersuchungen zeigen die Bedeutung von TAK1 in 
der Pankreaskarzinom Entwicklung. Die Ergebnisse scheinen vielversprechend 
in Hinblick auf die weitere Erforschung der Verbindung zwischen Kras und 
TAK1 und somit der Target Therapie, um die Prognose des Pankreaskarzinoms 
zu verbessern. Um diesem Ziel näher zu kommen, wird weiterhin an der 
Aufschlüsselung des Signalweges in unserer Arbeitsgruppe geforscht. 
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6 Zusammenfassung 
Kras ist einer der wichtigsten Mutationen im Pankreaskarzinom. Die vorliegende 
Arbeit bestätigt den großen Einfluss von TAK1 in der Tumorgenese. Über TAK1 
kontrolliert Kras einige wichtige Signalwege, welche die Apoptose, 
Zellproliferation und Inflammation regulieren. Durch die Deletion von TAK1 
verliert Kras eines seiner zentralen Regulationsproteine in der Signalkaskade, 
was letztendlich zum Zusammenbruch der Signalwege führt und somit die 
Karzinomentstehung im Pankreas hemmt. Obwohl noch immer Abschnitte der 
Signalkaskade in der Tumorentstehung ungeklärt sind, können die vorliegenden 
Ergebnisse dieser Arbeit von Nutzen sein, diese weiter zu entschlüsseln.  
 
  
 65 Literatur 
7 Literatur 
1. Shih, H.P., A. Wang, and M. Sander, Pancreas organogenesis: from 
lineage determination to morphogenesis. Annu Rev Cell Dev Biol, 2013. 
29: p. 81-105. 
2. Rauch, R.L., Taschenlehrbuch Histologie : 10 Tabellen / Renate 
Lüllmann-Rauch. Vol. 3., vollst. überarb. Aufl. 2009: Georg Thieme 
Verlag KG. 
3. E.; Spanel-Burowski K.; Wolff W.; Wurzinger L.; Zilch H., 
A.G.A.G.D.A.E.J.K.J.M.S.R.D.S.J.S.W.S.F.S., Duale Reihe Anatomie, in 
Duale Reihe Anatomie. 2010, Thieme. p. 670-674. 
4. Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other categories of 
glucose intolerance. National Diabetes Data Group. Diabetes, 1979. 
28(12): p. 1039-57. 
5. American Diabetes, A., Diagnosis and classification of diabetes mellitus. 
Diabetes Care, 2012. 35 Suppl 1: p. S64-71. 
6. Souza, G.D., et al., Understanding the International Consensus for Acute 
Pancreatitis: Classification of Atlanta 2012. Arq Bras Cir Dig, 2016. 29(3): 
p. 206-210. 
7. Banks, P.A., et al., Classification of acute pancreatitis--2012: revision of 
the Atlanta classification and definitions by international consensus. Gut, 
2013. 62(1): p. 102-11. 
8. Homma, T., H. Harada, and M. Koizumi, Diagnostic criteria for chronic 
pancreatitis by the Japan Pancreas Society. Pancreas, 1997. 15(1): p. 
14-5. 
9. Lowenfels, A.B., et al., Pancreatitis and the risk of pancreatic cancer. 
International Pancreatitis Study Group. N Engl J Med, 1993. 328(20): p. 
1433-7. 
10. Apte, M.V., G.W. Keogh, and J.S. Wilson, Chronic pancreatitis: 
complications and management. J Clin Gastroenterol, 1999. 29(3): p. 
225-40. 
11. Dr. Peter Kaatsch, D.C.S. and P.D.A.K. Dr. Stefan Hentschel, Dr. Sabine 
Luttmann, Christa Stegmaier, Dr. Sandra Caspritz, Dr. Josef Cernaj, Dr. 
Anke Ernst, Dr. Juliane Folkerts, Dr. Jutta Hansmann, Dr. Kristine 
Kranzhöfer, Dr. Eva Krieghoff-Henning, Dr. Beatrice Kunz, Dr. Andrea 
Penzkofer, Dr. Kornelia Treml, Dr. Kerstin Wittenberg, Nadia Baras, Dr. 
Benjamin Barnes, Dr. Joachim Bertz, Nina Buttmann-Schweiger, Dr. 
Stefan Dahm, Manuela Franke, Dr. Jörg Haberland, Dr. Klaus 
Kraywinkel, Antje Wienecke, Dr. Ute Wolf Krebs in Deutschland 
2009/2010. Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg), Berlin 2013. 
9. Ausgabe. 
12. Dr. Hannes Ackermann, D.K.A., Dr. Matthias Aurich, Dr. Gerhild Becker, 
Claus-Henning Bey, Pankreastumoren, in AllEX Alles fürs Examen, 
G.T.V. KG, Editor. 2012: Berlin. 
13. Siewert, J.R., Praxis der Viszeralchirurgie. 3. Aufl. ed. 2010, Heidelberg: 
Springer Medizin. 
14. Polvani, S., et al., Nuclear receptors and pathogenesis of pancreatic 
cancer. World J Gastroenterol, 2014. 20(34): p. 12062-12081. 
15. Hruban, R.H., A. Maitra, and M. Goggins, Update on pancreatic 
intraepithelial neoplasia. Int J Clin Exp Pathol, 2008. 1(4): p. 306-16. 
16. Koorstra, J.B., et al., Pancreatic carcinogenesis. Pancreatology, 2008. 
8(2): p. 110-25. 
 66 Literatur 
17. Hruban, R.H., et al., An illustrated consensus on the classification of 
pancreatic intraepithelial neoplasia and intraductal papillary mucinous 
neoplasms. Am J Surg Pathol, 2004. 28(8): p. 977-87. 
18. Cox, A.D. and C.J. Der, Ras history: The saga continues. Small 
GTPases, 2010. 1(1): p. 2-27. 
19. Pylayeva-Gupta, Y., E. Grabocka, and D. Bar-Sagi, RAS oncogenes: 
weaving a tumorigenic web. Nat Rev Cancer, 2011. 11(11): p. 761-74. 
20. Maertens, O. and K. Cichowski, An expanding role for RAS GTPase 
activating proteins (RAS GAPs) in cancer. Adv Biol Regul, 2014. 55: p. 1-
14. 
21. Karnoub, A.E. and R.A. Weinberg, Ras oncogenes: split personalities. 
Nat Rev Mol Cell Biol, 2008. 9(7): p. 517-31. 
22. Hingorani, S.R., et al., Preinvasive and invasive ductal pancreatic cancer 
and its early detection in the mouse. Cancer Cell, 2003. 4(6): p. 437-50. 
23. Westphalen, C.B. and K.P. Olive, Genetically engineered mouse models 
of pancreatic cancer. Cancer J, 2012. 18(6): p. 502-10. 
24. Cordero, J.B., et al., Oncogenic Ras diverts a host TNF tumor 
suppressor activity into tumor promoter. Dev Cell, 2010. 18(6): p. 999-
1011. 
25. Ouyang, C., et al., Transforming growth factor (TGF)-beta-activated 
kinase 1 (TAK1) activation requires phosphorylation of serine 412 by 
protein kinase A catalytic subunit alpha (PKACalpha) and X-linked 
protein kinase (PRKX). J Biol Chem, 2014. 289(35): p. 24226-37. 
26. Ninomiya-Tsuji, J., et al., The kinase TAK1 can activate the NIK-I kappaB 
as well as the MAP kinase cascade in the IL-1 signalling pathway. 
Nature, 1999. 398(6724): p. 252-6. 
27. Sato, S., et al., Essential function for the kinase TAK1 in innate and 
adaptive immune responses. Nat Immunol, 2005. 6(11): p. 1087-95. 
28. Takaesu, G., et al., TAK1 is critical for IkappaB kinase-mediated 
activation of the NF-kappaB pathway. J Mol Biol, 2003. 326(1): p. 105-
15. 
29. Yamaguchi, K., et al., Identification of a member of the MAPKKK family 
as a potential mediator of TGF-beta signal transduction. Science, 1995. 
270(5244): p. 2008-11. 
30. Sakurai, H., et al., Functional interactions of transforming growth factor 
beta-activated kinase 1 with IkappaB kinases to stimulate NF-kappaB 
activation. J Biol Chem, 1999. 274(15): p. 10641-8. 
31. Rincon, M. and R.J. Davis, Regulation of the immune response by 
stress-activated protein kinases. Immunol Rev, 2009. 228(1): p. 212-24. 
32. Gilmore, T.D., Introduction to NF-kappaB: players, pathways, 
perspectives. Oncogene, 2006. 25(51): p. 6680-4. 
33. Sakurai, H., Targeting of TAK1 in inflammatory disorders and cancer. 
Trends Pharmacol Sci, 2012. 33(10): p. 522-30. 
34. Sorrentino, A., et al., The type I TGF-beta receptor engages TRAF6 to 
activate TAK1 in a receptor kinase-independent manner. Nat Cell Biol, 
2008. 10(10): p. 1199-207. 
35. Takeda, K., et al., Roles of MAPKKK ASK1 in stress-induced cell death. 
Cell Struct Funct, 2003. 28(1): p. 23-9. 
36. Derynck, R., et al., Nomenclature: vertebrate mediators of TGFbeta 
family signals. Cell, 1996. 87(2): p. 173. 
37. Massague, J., How cells read TGF-beta signals. Nat Rev Mol Cell Biol, 
2000. 1(3): p. 169-78. 
 67 Literatur 
38. Moustakas, A., S. Souchelnytskyi, and C.H. Heldin, Smad regulation in 
TGF-beta signal transduction. J Cell Sci, 2001. 114(Pt 24): p. 4359-69. 
39. Shinohara, H., et al., PKC beta regulates BCR-mediated IKK activation 
by facilitating the interaction between TAK1 and CARMA1. J Exp Med, 
2005. 202(10): p. 1423-31. 
40. Sakurai, H., et al., TGF-beta-activated kinase 1 stimulates NF-kappa B 
activation by an NF-kappa B-inducing kinase-independent mechanism. 
Biochem Biophys Res Commun, 1998. 243(2): p. 545-9. 
41. Jackson, E.L., et al., Analysis of lung tumor initiation and progression 
using conditional expression of oncogenic K-ras. Genes Dev, 2001. 
15(24): p. 3243-8. 
42. Kawaguchi, Y., et al., The role of the transcriptional regulator Ptf1a in 
converting intestinal to pancreatic progenitors. Nat Genet, 2002. 32(1): p. 
128-34. 
43. Hingorani, S.R., et al., Trp53R172H and KrasG12D cooperate to 
promote chromosomal instability and widely metastatic pancreatic ductal 
adenocarcinoma in mice. Cancer Cell, 2005. 7(5): p. 469-83. 
44. Adell, T., et al., Role of the basic helix-loop-helix transcription factor p48 
in the differentiation phenotype of exocrine pancreas cancer cells. Cell 
Growth Differ, 2000. 11(3): p. 137-47. 
45. Rose, S.D., et al., The role of PTF1-P48 in pancreatic acinar gene 
expression. J Biol Chem, 2001. 276(47): p. 44018-26. 
46. Krapp, A., et al., The p48 DNA-binding subunit of transcription factor 
PTF1 is a new exocrine pancreas-specific basic helix-loop-helix protein. 
EMBO J, 1996. 15(16): p. 4317-29. 
47. Morris, J.P.t., S.C. Wang, and M. Hebrok, KRAS, Hedgehog, Wnt and 
the twisted developmental biology of pancreatic ductal adenocarcinoma. 
Nat Rev Cancer, 2010. 10(10): p. 683-95. 
48. Yeo, C.J. and J.L. Cameron, Prognostic factors in ductal pancreatic 
cancer. Langenbecks Arch Surg, 1998. 383(2): p. 129-33. 
49. Jaffee, E.M., et al., Focus on pancreas cancer. Cancer Cell, 2002. 2(1): 
p. 25-8. 
50. Ling, J., et al., KrasG12D-induced IKK2/beta/NF-kappaB activation by IL-
1alpha and p62 feedforward loops is required for development of 
pancreatic ductal adenocarcinoma. Cancer Cell, 2012. 21(1): p. 105-20. 
51. Bradford, M.M., A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye 
binding. Anal Biochem, 1976. 72: p. 248-54. 
52. Lang, G., Histotechnik - Praxislehrbuch für die Biomedizinische Analytik. 
2006: Springer-Verlag/Wien. 
53. Liu, X., et al., REG3A accelerates pancreatic cancer cell growth under IL-
6-associated inflammatory condition: Involvement of a REG3A-
JAK2/STAT3 positive feedback loop. Cancer Lett, 2015. 362(1): p. 45-60. 
54. Davies, C.C., et al., Impaired JNK signaling cooperates with KrasG12D 
expression to accelerate pancreatic ductal adenocarcinoma. Cancer 
Res, 2014. 74(12): p. 3344-56. 
55. Lu, C., et al., Cell apoptosis: requirement of H2AX in DNA ladder 
formation, but not for the activation of caspase-3. Mol Cell, 2006. 23(1): 
p. 121-32. 
56. Hezel, A.F. and N. Bardeesy, Prognostic markers in pancreatic ductal 
adenocarcinomas. Cancer Biol Ther, 2008. 7(9): p. 1360-1. 
 68 Literatur 
57. Hruban, R.H., et al., Progression model for pancreatic cancer. Clin 
Cancer Res, 2000. 6(8): p. 2969-72. 
58. Kanda, M., et al., Presence of somatic mutations in most early-stage 
pancreatic intraepithelial neoplasia. Gastroenterology, 2012. 142(4): p. 
730-733 e9. 
59. Ying, H., et al., Oncogenic Kras maintains pancreatic tumors through 
regulation of anabolic glucose metabolism. Cell, 2012. 149(3): p. 656-70. 
60. Matull, W.R., S.P. Pereira, and J.W. O'Donohue, Biochemical markers of 
acute pancreatitis. J Clin Pathol, 2006. 59(4): p. 340-4. 
61. Yadav, D., N. Agarwal, and C.S. Pitchumoni, A critical evaluation of 
laboratory tests in acute pancreatitis. Am J Gastroenterol, 2002. 97(6): p. 
1309-18. 
62. Kylanpaa-Back, M.L., et al., Comparison of urine trypsinogen-2 test strip 
with serum lipase in the diagnosis of acute pancreatitis. 
Hepatogastroenterology, 2002. 49(46): p. 1130-4. 
63. Pezzilli, R., et al., [Serum pancreatic enzymes in the diagnosis of 
carcinoma of the pancreas]. G Ital Oncol, 1989. 9(1): p. 7-13. 
64. Pezzilli, R., G. Melzi d'Eril, and A. Barassi, Can Serum Pancreatic 
Amylase and Lipase Levels Be Used as Diagnostic Markers to 
Distinguish Between Patients With Mucinous Cystic Lesions of the 
Pancreas, Chronic Pancreatitis, and Pancreatic Ductal Adenocarcinoma? 
Pancreas, 2016. 
65. Chan, A.K., J. Bruce, and A.K. Siriwardena, Glucose metabolic 
phenotype of pancreatic cancer. World J Gastroenterol, 2016. 22(12): p. 
3471-85. 
66. Yamamoto, T., et al., Over-expression of facilitative glucose transporter 
genes in human cancer. Biochem Biophys Res Commun, 1990. 170(1): 
p. 223-30. 
67. Vander Heiden, M.G., L.C. Cantley, and C.B. Thompson, Understanding 
the Warburg effect: the metabolic requirements of cell proliferation. 
Science, 2009. 324(5930): p. 1029-33. 
68. Basturk, O., et al., GLUT-1 expression in pancreatic neoplasia: 
implications in pathogenesis, diagnosis, and prognosis. Pancreas, 2011. 
40(2): p. 187-92. 
69. Gysin, S., et al., Therapeutic strategies for targeting ras proteins. Genes 
Cancer, 2011. 2(3): p. 359-72. 
70. Leo, O., et al., Identification of a monoclonal antibody specific for a 
murine T3 polypeptide. Proc Natl Acad Sci U S A, 1987. 84(5): p. 1374-8. 
71. Huang, H., et al., Activation of nuclear factor-kappaB in acinar cells 
increases the severity of pancreatitis in mice. Gastroenterology, 2013. 
144(1): p. 202-10. 
72. Zhang, H., et al., IL-6 trans-signaling promotes pancreatitis-associated 
lung injury and lethality. J Clin Invest, 2013. 123(3): p. 1019-31. 
73. Gukovsky, I., et al., Inflammation, autophagy, and obesity: common 
features in the pathogenesis of pancreatitis and pancreatic cancer. 
Gastroenterology, 2013. 144(6): p. 1199-209 e4. 
74. Orlichenko, L.S., et al., Transcriptional regulation of CXC-ELR 
chemokines KC and MIP-2 in mouse pancreatic acini. Am J Physiol 
Gastrointest Liver Physiol, 2010. 299(4): p. G867-76. 
75. Nakamura, Y., et al., CCR2 knockout exacerbates cerulein-induced 
chronic pancreatitis with hyperglycemia via decreased GLP-1 receptor 
 69 Literatur 
expression and insulin secretion. Am J Physiol Gastrointest Liver 
Physiol, 2013. 304(8): p. G700-7. 
76. Denham, W., et al., Gene targeting demonstrates additive detrimental 
effects of interleukin 1 and tumor necrosis factor during pancreatitis. 
Gastroenterology, 1997. 113(5): p. 1741-6. 
77. Steele, C.W., et al., CXCR2 inhibition suppresses acute and chronic 
pancreatic inflammation. J Pathol, 2015. 237(1): p. 85-97. 
78. Melisi, D., et al., Modulation of pancreatic cancer chemoresistance by 
inhibition of TAK1. J Natl Cancer Inst, 2011. 103(15): p. 1190-204. 
79. Mizukami, J., et al., Receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL) 
activates TAK1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase through a 
signaling complex containing RANK, TAB2, and TRAF6. Mol Cell Biol, 
2002. 22(4): p. 992-1000. 
80. Lesina, M., et al., Stat3/Socs3 activation by IL-6 transsignaling promotes 
progression of pancreatic intraepithelial neoplasia and development of 
pancreatic cancer. Cancer Cell, 2011. 19(4): p. 456-69. 
81. Nicholson, D.W., et al., Identification and inhibition of the ICE/CED-3 
protease necessary for mammalian apoptosis. Nature, 1995. 376(6535): 
p. 37-43. 
82. Maeda, S., et al., IKKbeta couples hepatocyte death to cytokine-driven 
compensatory proliferation that promotes chemical 
hepatocarcinogenesis. Cell, 2005. 121(7): p. 977-90. 
83. Lesina, M., et al., RelA regulates CXCL1/CXCR2-dependent oncogene-
induced senescence in murine Kras-driven pancreatic carcinogenesis. J 
Clin Invest, 2016. 126(8): p. 2919-32. 
84. Maniati, E., et al., Crosstalk between the canonical NF-kappaB and 
Notch signaling pathways inhibits Ppargamma expression and promotes 
pancreatic cancer progression in mice. J Clin Invest, 2011. 121(12): p. 
4685-99. 
85. Maier, H.J., et al., Requirement of NEMO/IKKgamma for effective 
expansion of KRAS-induced precancerous lesions in the pancreas. 
Oncogene, 2013. 32(21): p. 2690-5. 
86. Perkins, N.D., The diverse and complex roles of NF-kappaB subunits in 
cancer. Nat Rev Cancer, 2012. 12(2): p. 121-32. 
87. Yan, J., et al., Inactivation of BAD by IKK inhibits TNFalpha-induced 
apoptosis independently of NF-kappaB activation. Cell, 2013. 152(1-2): 
p. 304-15. 
88. Baldwin, A.S., Regulation of cell death and autophagy by IKK and NF-
kappaB: critical mechanisms in immune function and cancer. Immunol 
Rev, 2012. 246(1): p. 327-45. 
89. Koppe, C., et al., IkappaB kinasealpha/beta control biliary homeostasis 
and hepatocarcinogenesis in mice by phosphorylating the cell-death 
mediator receptor-interacting protein kinase 1. Hepatology, 2016. 64(4): 
p. 1217-31. 
90. Bang, D., et al., GSK-3alpha promotes oncogenic KRAS function in 
pancreatic cancer via TAK1-TAB stabilization and regulation of 
noncanonical NF-kappaB. Cancer Discov, 2013. 3(6): p. 690-703. 
91. Zhou, J., et al., LYTAK1, a novel TAK1 inhibitor, suppresses KRAS 
mutant colorectal cancer cell growth in vitro and in vivo. Tumour Biol, 
2015. 36(5): p. 3301-8. 
92. Neubert, M., et al., Acute inhibition of TAK1 protects against neuronal 
death in cerebral ischemia. Cell Death Differ, 2011. 18(9): p. 1521-30. 
 70  
93. Ma, F.Y., et al., TGF-beta1-activated kinase-1 regulates inflammation 
and fibrosis in the obstructed kidney. Am J Physiol Renal Physiol, 2011. 
300(6): p. F1410-21. 
94. Watkins, S.J., et al., Angiotensin II-induced cardiomyocyte hypertrophy in 
vitro is TAK1-dependent and Smad2/3-independent. Hypertens Res, 
2012. 35(4): p. 393-8. 
95. Singh, A., et al., TAK1 inhibition promotes apoptosis in KRAS-dependent 
colon cancers. Cell, 2012. 148(4): p. 639-50. 
96. Janssen, K.P., et al., APC and oncogenic KRAS are synergistic in 
enhancing Wnt signaling in intestinal tumor formation and progression. 
Gastroenterology, 2006. 131(4): p. 1096-109. 
97. Choo, M.K., et al., TAK1-mediated stress signaling pathways are 
essential for TNF-alpha-promoted pulmonary metastasis of murine colon 
cancer cells. Int J Cancer, 2006. 118(11): p. 2758-64. 
98. Safina, A., et al., TAK1 is required for TGF-beta 1-mediated regulation of 
matrix metalloproteinase-9 and metastasis. Oncogene, 2008. 27(9): p. 
1198-207. 
99. Vainer, G.W., E. Pikarsky, and Y. Ben-Neriah, Contradictory functions of 
NF-kappaB in liver physiology and cancer. Cancer Lett, 2008. 267(2): p. 
182-8. 
100. Luedde, T., et al., Deletion of NEMO/IKKgamma in liver parenchymal 
cells causes steatohepatitis and hepatocellular carcinoma. Cancer Cell, 
2007. 11(2): p. 119-32. 
101. Bettermann, K., et al., TAK1 suppresses a NEMO-dependent but NF-
kappaB-independent pathway to liver cancer. Cancer Cell, 2010. 17(5): 
p. 481-96. 
102. McDade, T.P., et al., Salicylates inhibit NF-kappaB activation and 
enhance TNF-alpha-induced apoptosis in human pancreatic cancer cells. 
J Surg Res, 1999. 83(1): p. 56-61. 
103. Farrow, B. and B.M. Evers, Inflammation and the development of 
pancreatic cancer. Surg Oncol, 2002. 10(4): p. 153-69. 
104. Wang, W., et al., The nuclear factor-kappa B RelA transcription factor is 
constitutively activated in human pancreatic adenocarcinoma cells. Clin 
Cancer Res, 1999. 5(1): p. 119-27. 
105. Melisi, D. and P.J. Chiao, NF-kappa B as a target for cancer therapy. 
Expert Opin Ther Targets, 2007. 11(2): p. 133-44. 
106. Marten, A., et al., Bortezomib is ineffective in an orthotopic mouse model 
of pancreatic adenocarcinoma. Mol Cancer Ther, 2008. 7(11): p. 3624-
31. 
107. Carbone, C. and D. Melisi, NF-kappaB as a target for pancreatic cancer 
therapy. Expert Opin Ther Targets, 2012. 16 Suppl 2: p. S1-10. 
108. Choo, M.K., et al., Blockade of transforming growth factor-beta-activated 
kinase 1 activity enhances TRAIL-induced apoptosis through activation 
of a caspase cascade. Mol Cancer Ther, 2006. 5(12): p. 2970-6. 
109. Wolfgang, C.L., et al., Recent progress in pancreatic cancer. CA Cancer 
J Clin, 2013. 63(5): p. 318-48. 
110. Bukki, J., Pancreatic adenocarcinoma. N Engl J Med, 2014. 371(22): p. 
2139-40. 
  
 71 Anhang 
8 Anhang 
8.1 Abbildungsverzeichnis 
Abbildung (Abb.) 1: Überblick der Pankreas Anatomie ....................................... 9 
Abb. 2: Histologische Aufnahme des Pankreas ................................................ 11 
Abb. 3: 5-Jahres Überlebensraten .................................................................... 13 
Abb. 4: Tumore im Vergleich nach Geschlecht ................................................. 14 
Abb. 5: PDAC Progressionsmodell ................................................................... 15 
Abb. 6: Histologische Aufnahme der PanIN ...................................................... 16 
Abb. 7: Darstellung der Kras Signalwege. ........................................................ 17 
Abb. 8: Signalwege von TAK1 .......................................................................... 19 
Abb. 9: Cre-Lox System .................................................................................... 19 
Abb. 10: Ptf1aCre/+/KrasG12D/+ Mausmodell ........................................................ 20 
Abb. 11: Ptf1aCre/+/KrasG12D/+TAK1fl/fl Mauslinie ................................................. 20 
Abb. 12: Aufbau beim Blotten ........................................................................... 32 
Abb. 13: Quantitative Echtzeit PCR .................................................................. 34 
Abb. 14: Vergleich TAK1fl/fl und Wildtyp ............................................................ 39 
Abb. 15: PCR Analyse ...................................................................................... 40 
Abb. 16: Western Blot ....................................................................................... 40 
Abb. 17: Makroskopische Aufnahme ................................................................ 41 
Abb. 18: Hämatoxylin/Eosin Färbung ................................................................ 43 
Abb. 19: Prozentuale Auswertung ..................................................................... 44 
Abb. 20: Serologische Auswertung ................................................................... 46 
Abb. 21: Auswertung Färbungen ...................................................................... 49 
Abb. 22: Auswertung Färbungen ...................................................................... 49 
Abb. 23: Western Blot ....................................................................................... 50 
Abb. 24: Western Blot ....................................................................................... 51 
Abb. 25: Quantitative Real Time Analyse ......................................................... 52 
Abb. 26: Quantitative Real Time Analyse ......................................................... 53 
   
 72 Danksagung 
Danksagung 
Ich möchte mich ganz herzlich bei meinem Doktorvater, Herrn, Univ.-Prof. Dr. 
med. Tom Lüdde (PhD), für die freundliche Aufnahme in seine Arbeitsgruppe, 
die Überlassung des interessanten Themas bedanken und die gute Betreuung 
bedanken. 
 
Herrn Dr. med. Christoph Roderburg danke ich für die freundliche Betreuung 
und die Zeit, die er sich für mich und diese Arbeit genommen hat. 
 
Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaus Gaßler (M.A.) bedanke ich mich für die 
Unterstützung und Mitbeurteilung der histologischen Präparate. 
 
Frau Karina Kreggenwinkel danke ich sehr für die Einarbeitung in die 
Versuchsaufbauten und deren Durchführung. Darüber hinaus auch für die 
Anleitung zur selbstständigen Datenauswertung. 
 
Frau Dipl.-Biol. Christiane Koppe danke ich für wertvolle Ideen in der 
Entwicklung des Projektes. 
 
Weiterhin bedanke ich mich bei meiner Familie und insbesondere meinem 
Onkel Dr. Iyathurai Premroy, dass sie mir diesen Weg ermöglicht und immer an 
mich geglaubt haben.  
 
Besonderen Dank gilt Frau Katrin Fischer, die mich in all den Jahren stets 
unterstützt hat und mir als gute Freundin mit Rat und Tat zur Seite stand.  
 
Joscha Mulorz verdanke ich mein Glück.  
 
 
 
 
 73 Erklärung Datenaufbewahrung 
Erklärung Datenaufbewahrung  
 
Erklärung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung 
Hiermit erkläre ich, dass die dieser Dissertation zu Grunde liegenden 
Originaldaten bei meinem Betreuer, Univ. Prof. Dr. med. Tom Lüdde (PhD), 
Klinik für Gastroenterologie, Stoffwechselerkrankungen und internistische 
Intensivmedizin, des Universitätsklinikums Aachen, hinterlegt sind. 
 
 74 Erklärung über den Eigenanteil der Dissertation 
Erklärung über den Eigenanteil der Dissertation 
Eidesstattliche Erklärung gemäß § 5 Abs. (1) und § 11 Abs. (3) 12. der 
Promotionsordnung 
 
Hiermit erkläre ich, Pireyatharsheny Sivasubramaniam an Eides statt, dass ich 
folgende in der von mir selbstständig erstellten Dissertation „Bedeutung der 
Proteinkinase TAK1 in der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms“ 
dargestellten Ergebnisse erhoben habe:  
 
Durchführung sämtlicher dargestellter Experimente, sowie deren statistische 
Auswertung.  
 
Bei der Durchführung der Arbeit hatte ich folgende Hilfestellungen, die in der 
Danksagung angegeben sind:  
1. Betreuung und Korrektur der Dissertation: Univ. Prof. Dr. med. Tom Lüdde 
(PhD) 
2. Betreuung und Korrektur der Dissertation: Dr. med. Christoph Roderburg: 
3. Mitbeurteilung der Histologie: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaus Gaßler (M.A.) 
4. Karina Kreggenwinkel: Unterstützung und Einarbeitung in der Durchführung 
der Experimente und der Datenauswertung 
5. Dipl.-Biol. Christiane Koppe: Unterstützung der Dissertation  
6. Die Serumanalysen erfolgten im Zentrallabor des Universitätsklinikum 
Aachen 
 
_____________________________________________________ 
Pireyatharsheny Sivasubramaniam 
 
 
Als Betreuer der obigen Dissertation bestätige ich die Angaben von 
Pireyatharsheny Sivasubramaniam 
 
 
__________________________________ 
Unterschrift des Doktorvaters 
 75 Lebenslauf 
Lebenslauf 
Persönliche Daten    
Name:   Pireyatharsheny Sivasubramaniam 
Geburtsdatum:     09.11.1988 
Geburtsort:     Bochum  
Staatsangehörigkeit:    Deutsch  
 
Beruflicher Werdegang 
Seit 07/2016  Assistenzärztin in der Klinik für Allg. Pädiatrie, 
Neonatologie und Kinderkardiologie, 
Universitätsklinikum Düsseldorf 
Univ.-Prof. Dr. med. Ertan Mayatepek 
 
Hochschulausbildung  
10/2009 – 04/2010   Rheinisch - Westfälische Technische Hochschule 
(RWTH) Aachen       
Studiengang Zahnmedizin  
  
10/2010 -  06/2016  Heinrich – Heine Universität Düsseldorf       
Studiengang Humanmedizin  
 
04/2012      Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
 
04/2015  Erster Teil des zweiten Abschnitts der Ärztlichen 
Prüfung 
 
Berufserfahrung und Praktika  
04/2011 - 09/2011   Studentische Hilfskraft am Institut für Medizinische 
Statistik der RWTH Aachen  
  
05/2011 - 09/2011    Studentische Hilfskraft am Studienzentrum 
Viszeralchirurgie am Uniklinikum Aachen        
 Mitarbeit an der CONKO Studie  
  
 76 Lebenslauf 
10/2011 - 09/2014   Studentische Hilfskraft/Doktorandin an der 
Medizinischen Klinik III Sektion Endokrinologie und 
Diabetologie am Uniklinikum Aachen  
  
06/2013 - 02/2015    Studentische Hilfskraft im Klinikum für Allgemeine 
Pädiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie 
Mitarbeit an Study Guides und in der Medithek  
  
Praktisches Jahr  
05/2015 – 09/2015   Klinik für Allgemeine Pädiatrie, Neonatologie und 
Kinderkardiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf 
Klinik für Kinderonkologie, -hämatologie und 
klinische Immunologie, Universitätsklinikum 
Düsseldorf  
  
09/2015 – 11/2015   Klinik für Kardiovaskuläre Chirurgie, 
Universitätsklinikum Düsseldorf  
  
11/2015 – 12/2015   Hepatic Pancreatic & Biliary Surgical Unit Clinic, 
Flinders Medical Centre, Adelaide, Australien  
  
12/2015 – 04/2016   Medizinische Klinik I – III, Universitätsklinikum 
Bergmannsheil Bochum  
 
Famulaturen  
03/2013     Universitätsklinikum Bergmannsheil Bochum 
 Station: Kardiologie  
  
03/ – 04/2013   General Hospital Singapur      
Station: Radiologie  
  
08/ - 09/2013    Projekt Rheuma Truck der Poliklinik für 
Rheumatologie Universitätsklinikum Düsseldorf  
 
 
 77 Lebenslauf 
 
Pflegepraktikum  
2008  dreimonatiges Praktikum, Allgemein- und 
Viszeralchirurgie, Unfallchirurgie, Sportmedizin und 
Thoraxchirurgie, Ev. Krankenhaus Lütgendortmund        
  
2009  zweimonatiges Praktikum, Klinik für Gynäkologie und 
Geburtshilfe, St. Elisabeth Krankenhaus Bochum  
  
2009  einmonatiges Praktikum, Klinik für Orthopädie und 
Unfallchirurgie, St Joseph Krankenhaus Bochum 
Schulausbildung  
1999 - 2008     Grundschule und Bert-Brecht-Gymnasium in 
Dortmund Abschluss: Allgemeine Hochschulreife im 
Juni 2008  
 
